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Trypanosomen gehören zusammen mit Leishmanien zur Gruppe der Kinetoplastida. 
Trypanosomen parasitieren sowohl in Pflanzen als auch in Invertebraten und fast allen 
Vertebraten. Zu den bedeutendsten Vertretern der Trypanosomen gehören die Erreger der 
Schlafkrankheit beim Menschen und der Nagana-Seuche bei Haus- und Wildtieren in Afrika 
sowie die Erreger der Chagas-Krankheit in Südamerika. Während die afrikanischen 
Trypanosomen mit Ausnahme von 7U\SDQRVRPDHYDQVL nur über Tsetsefliegen (*ORVVLQD sp.) 
übertragen werden, werden die südamerikanischen Trypanosomen über Raubwanzen 
verbreitet. Tsetsefliegen kommen zwischen dem 10. Breitengrad ober- und unterhalb des 
Äquators in Afrika vor. Mehr als 500 Millionen Menschen leben in dem Verbreitungsgebiet 
der Tsetsefliegen, das einer Fläche von den USA, Indien und Westeuropa zusammen 
entspricht. Die durch Trypanosomen in Afrika verursachten ökonomischen Schäden für die 
Landwirtschaft belaufen sich auf über 1,3 Milliarden US$ pro Jahr (Kristjanson HWDO, 1999). 
Die Weltorganisation für Gesundheit (WHO) schätzt, dass sich ca. 100.000 Menschen jährlich 
im Sudan, Kongo, Uganda und Angola mit afrikanischen Trypanosomen infizieren, wobei die 
aktuellen Zahlen aufgrund fehlender oder nichtausreichender medizinischer Versorgung und 
politischer Instabilität der Regionen nicht bekannt sind (WHO, 1996). Insgesamt sind 36 
Länder in Afrika von Trypanosomen betroffen (Abb.1). 
Es gibt mehrere Arten afrikanischer Trypanosomen. Die humanpathogene Art ist 
7U\SDQRVRPDEUXFHL mit drei morphologisch identischen Unterarten. Zu den drei Unterarten 
gehören 7EUXFHLUKRGHVLHQVH und 7EUXFHLJDPELHQVH, die Erreger der ostafrikanischen und 
westafrikanischen Schlafkrankeit beim Menschen, und 7 EUXFHL EUXFHL, der Erreger der 
Nagana-Seuche bei Wild- und Haustieren. 7U\SDQRVRPDFRQJROHQVH und 7U\SDQRVRPDYLYD[ 
sind weitere Erreger der Nagana-Seuche. Wildtiere zeigen keine Krankheitssymptome, bilden 
jedoch ein bedeutsames Erregerreservoir für Haustiere. 
7 E EUXFHL ist apathogen für den Menschen, da im humanen Serum zwei cytotoxische 
Faktoren vorkommen, die eine lytische Aktivität gegenüber 7EEUXFHL aufweisen (Hager & 
Hadjuk, 1997). Hierbei handelt es sich um die trypanolytischen Faktoren TLF1 und TLF2, die 
mit dem Lipoprotein hoher Dichte (LDL) assoziiert sind und eine Lyse von 7 E EUXFHL 
bewirken (Tomlinson HWDO., 1997, 1998). Es ist unklar, wie der Lyse-Mechanismus abläuft, 
wobei unterschiedliche Lysemechanismen für TLF1 und TLF2 diskutiert werden (Raper HW
DO, 1996; Muranjan HWDO, 1998). 






















$EE9HUWHLOXQJGHUKXPDQHQDIULNDQLVFKHQ7U\SDQRVRPLDVH :+2Die am 
stärksten betroffenen Länder sind rot dargestellt. Dreiviertel des afrikanischen Kontinents ist 





Die afrikanische Schlafkrankheit ist eine bösartige Erkrankung und führt unbehandelt immer 
zum Tod. Der Verlauf der Krankheit ist durch drei Phasen gekennzeichnet. Zunächst bildet 
sich an der Inokulationsstelle eine schmerzhafte, entzündliche Primärläsion, die man als 
Trypanosomenschlanker bezeichnet. Dies ist die erste Phase der Krankheit, die sogennante 
kutan-mesenchymale Phase. Nach zwei bis drei Wochen dringen die Parasiten in die Blut- 
und Lymphbahnen ein. Diese zweite Phase oder Blutphase zeichnet sich durch das Auftreten 
generalisierter Symptome wie unregelmäßiges Fieber und Tachykardie sowie 
Lymphknotenschwellungen mit vergrößerten Nackenlymphdrüsen als ein typische Merkmal 
für diese Krankheit aus. Nach Monaten (ostafrikanische Form der Schlafkrankheit) bzw. 
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Jahren (westafrikanische Form der Schlafkrankheit) befallen die Trypanosomen das 
Zentralnervensystem, wodurch der Beginn der dritten Phase oder auch der Liquorphase 
gekennzeichnet ist. Der Eintritt der Trypanosomen ins Gehirn ist mit einer akuten Meningitis 
assoziiert, in deren Folge sich die klinischen Symptome wie anhaltende Kopfschmerzen, 
Somnolenz, Apathie, Anorexie und Kachexie einstellen. Ohne Behandlung endet diese Phase 
mit dem Tod. 
Für die Chemotherapie der afrikanischen Trypanosomiasis des Menschen stehen zur Zeit nur 
vier Medikamente zur Verfügung (Kuzoe HW DO, 1993; Croft, 1997; WHO, 1998). Hierzu 
gehören das Suramin und das Pentamidin, die nur während der zweiten Phase erfolgreich 
eingesetzt werden können. Demgegenüber wirkt das Melarsoprol auch gegen 
Liquortrypanosomen. Diese Wirkung beruht auf der im Gegensatz zu Suramin und 
Pentamidin hohen Lipidlöslichkeit des Melarsoprols, was dessen Diffusion ins zentrale 
Nervensystem erleichtert (Keiser & Burri, 2000). Seit 1990 wird DL- -
Difluoromethylornithin (DFMO), ein Suizid-Inhibitor der Ornithin-Decarboxylase verwendet, 
ein Enzym das die Umwandlung von Ornithin zu Putrescin als ersten Reaktionsschritt bei der 
GH QRYR Biosynthese von Polyaminen katalysiert (Pépin & Milord, 1994; Kuzoe, 1993). 
DMFO ist sowohl gegen Bluttrypanosomen als auch gegen Liquortrypanosomen wirksam. 
Polyamine sind bei Eukaryonten an verschiedenen zellulären Funktionen wie Zellwachstum, 
DNA-Replikation und Proteinbiosynthese beteiligt (Poulin HWDO, 1992; Tabor & Tabor, 1984; 
Balasundaram HWDO, 1994; Mutomba HWDO, 1999). 
Die Diagnose der Schlafkrankheit erfolgt zumeist durch den Nachweis der Parasiten im Blut 
oder in den befallenen Lymphknoten. Ein sensitiver Nachweis von Parasiten im Blut ist die 
Mikrohämatokrit-Zentrifugation durch eine DEAE-52-Anionen-Austausch-Säule, bei der die 
Erythrozyten selektiv an die Säulenmatrix binden und die Trypanosomen im Durchlauf 
mikroskopisch nachgewiesen werden können. Zur Serodiagnose wird der sogenannte &DUG
$JJOXWLQDWLRQ 7HVW IRU 7U\SDQRVRPLDVLV (C.A.T.T.) eingesetzt (Magnus HW DO, 1978, 2002). 
Trotz der hohen Sensitivität der Serodiagnose können nicht alle serologisch positiven Fälle 
auch parasitologisch bestätigt werden. Eine Trypanosomen-Infektion kann auch durch den 
Nachweis der Parasiten–DNA mittels der Polymerasekettenreaktion und Primern gegen 
konservierte Gensequenzen diagnostiziert werden (Kanmogne HW DO, 1996; Morlais HW 
DO,1998; Kabiri HWDO, 1999; Penchenier HWDO, 2000; Kyambadde HWDO, 2000). Ungeachtet all 
dieser Methoden wurde bislang noch keine sensitive Diagnosetechnik für alle afrikanischen 
Trypanosomen-Infektionen entwickelt. 
 





Die Trypanosomen werden bei der Blutmahlzeit einer infizierten Tsetsefliege in den 
Säugetierwirt übertragen. Zunächst wandern die Parasiten über Zwischenräume in die Lymph- 
und Blutbahnen, und von dort später ins Zentralnervensystem. Bluttrypanosomen vermehren 
sich im Säugetierwirt in der ORQJVOHQGHU-Form. Mit zunehmender Zelldichte differenzieren 
sich die Bluttrypanosomen in die sich nicht-teilende VKRUW VWXPS\-Form. Die VKRUW VWXPS\-
Parasiten sind präadaptiert für die Übertragung in die Tsetsefliege, wo sie sich im Mitteldarm 
in die teilungsaktive prozyklische Form umwandeln. Diese Umwandlung ist sowohl mit 
morphologischen Veränderungen, z. B. der Vergrößerung des Mitochondriums, als auch mit 
biochemischen Veränderungen, z. B. mitochondrialer ATP-Gewinn, verbunden (Clayton & 
Michels, 1996; Matthews, 1999). Die prozyklischen Parasiten wandern in die Speicheldrüse 
der Fliege , wo sie sich in die epimastigote Form differenzieren. Die epimastigoten Parasiten 
teilen sich weiter und differenzieren sich in die sich nicht-teilende, metazyklische Form, die 
wieder für den Säugetierwirt infektiös ist (Abb. 2). Während die Zelloberfläche der 
procyclischen und epimastigoten Trypanosomen mit dem SURF\FOLF DFLGLF UHSHDW SURWHLQ 
(PARP) oder Procyclin bedeckt ist, besitzen metazyklische Parasiten und Blutformen das 
YDULDQW VXUIDFH JO\FRSURWHLQ (VSG) (Cross, 1996) auf ihrer Zelloberfläche. Beide 
Oberflächenproteine sind C-terminal mit einem Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker 
modifiziert, mit dem die Proteine in der Plasmamembran verankert sind. 
 





































$EE  /HEHQV]\NOXV GHU DIULNDQLVFKHQ 7U\SDQRVRPHQ 9LNHUPDQ 
Einzeleinheiten sind im Text erklärt. 
 





7U\SDQRVRPD EUXFHL besitzt ein diploides Genom von 3,7 × 107 Basenpaaren mit 
wahrscheinlich ca. 12.000 Genen. Etwa 50% der genomischen DNA-Sequenzen bei 7EUXFHL 
sind kodierende Sequenzen ohne Introns, mit der Ausnahme des tRNA(Tyr)-Gens, das ein 
Intron von 11 Nukleotiden enthält (Schneider HWDO, 1994). Nach Auftrennung in der Puls Feld 
Gel Elektrophorese (PFGE) können drei Klassen von Chromosomen differenziert werden 
(van der Ploeg HWDO, 1984). Die Megabasenchromosomen umfassen 11 Chromosomenpaare 
(I-XI) mit einer Größe von 1–6 Megabasen. Daneben existiert eine variable Anzahl von 
intermediären Chromosomen mit einer Größe von 200-900 kb, und ungefähr 100 lineare 
Minichromosomen mit einer Größe von ca. 50-150 kb (van der Ploeg HWDO, 1984; Gibson HW
DO, 1985).  
Die 11 homologen Megabasenchromosomen enthalten alle aktiven Gene mit Ausnahme der 
96*Gene und der Expressionsstellen-assoziierten Gene ((6$*). Puls Feld Gel 
Elektrophorese mit anschließender Southern-Blot-Analyse von mehr als 500 cDNAs zur 
Kartierung einzelner Gene und zur Identifizierung von chromosomalen Homologien zeigten 
einen enormen Polymorphismus der Megabasenchromosomen mit einem Unterschied von 
mehr als 4 Megabasen bei den 7EUXFHL Stämmen TREU 927/4 und STIB 247L (Turner HWDO, 
1997; Melville HW DO, 1998; Melville HW DO, 1999). Diese Unterschiede können durch (i) 
Umorganisationen in den 96*-Genen und Expressionsstellen, (ii) durch Ausweitung oder 
Verringerung von INGI und RIME (ribosomal inserted mobile elements) Retrotransposonen, 
von +RXVHNHHSLQJ Genen, von subtelomeren/telomeren Wiederholungssequenzen oder von 
Wiederholungssequenzen, und (iii) durch unbekannte Sequenz-Veränderung erklärt werden 
(Hasan HWDO, 1984; Murphy HWDO, 1987; El-Sayed HWDO, 2000).  
Die intermediären Chromosomen unterscheiden sich eindeutig von den anderen 
Chromosomen, da sie nicht die 177 bp-Wiederholungssequenz, aber 96*-Expressionsstellen 
besitzen, und wahrscheinlich als Reservoir für Expressionsstellen für die 96*-Gene dienen 
(Rudenko HWDO, 1998; Lips HWDO, 1993).  
Minichromosomen sind linear und enthalten die typische, eukaryotische, telomere 
Wiederholungssequenz (TTAGG)n. Etwa 90% der gesamten Sequenzen der 
Minichromosomen sind 177 bp-Wiederholungssequenzen. Andere Minichromosom-
spezifische Wiederholungssequenzen sind auch die 74 bp GC-reichen und 155 bp AT-reiche 
Sequenzen (Weiden HW DO, 1991), deren Funktion noch unbekannt ist (Sloof HW DO, 1983). 
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Einige Minichromosomen enthalten potentielle inaktive 96*-Expressionsstellen (Ersfeld HW
DO, 1999). 
Trypanosomen gehören wie die Leishmanien zu der Gruppe der Kinetoplastida, deren 
Mitglieder durch das Vorhandensein eines Kinetoplasten charakterisiert sind. Hierbei handelt 
es sich um die mitochondriale DNA, die im einzigen Mitochondrium in Form eines 
Netzwerkes aus tausenden von zirkulären DNA-Molekülen (kDNA) vorliegt. Es gibt zwei 
Klassen von kDNA-Molekülen: große Ringe oder 0D[LFLUFOHV (20-50 kb) und kleine Ringe 
oder 0LQLFLUFOHV (0,65-2,5 kb). Die 0D[LFLUFOHV enthalten Kryptogene für einige 
mitochondriale Proteine und Gene für rRNAs, und liegen in ca. 20-50 Kopien in der Zelle vor 
(Stuart & Feagin, 1992). Die 0LQLFLUFOHV tragen die Informationen für die sogenannten guide 
RNAs (gRNAs) und kommen in einer Anzahl von 5.000-10.000 vor. Diese sind für die 
posttranskriptionelle Bearbeitung der mitochondrialen Transkripte erforderlich, welches eine 
weitere molekularbiologische Besonderheit der Trypanosomen darstellt. Dieses RNA-Editing 
ist ein bizarrer Mechanismus, bei dem Uridyl-Reste in mitochondriale Transkripte eingefügt 
oder entfernt werden. Für diese Prozesse werden die gRNAs benötigt, die sich über 
Basenpaarungen an die zu editierende Stelle anlagern und als Vorlage für die Insertionen oder 
Deletionen dienen (Stuart HW DO, 1997). Die gRNAs sind ca. 55-70 Nukleotide groß und 
enthalten einen nichtkodierenden Oligouridylschwanz. Insgesamt kodiert jeder 0LQLFLUFOH für 





Die Antat 1.3 Blutstrom-Expressionsstelle (B-ES) des linken Telomers des Chromosoms Ia 
wurde vollstängig sequenziert. Sie besteht aus einer polycistronischen Transkriptionseinheit 
von 45-60 kb (Pays HWDO, 1989; Revelard HWDO, 1990). Eine B-ES besitzt einen Promotor, der 
wahrscheinlich von der RNA-Polymerase I erkannt wird, zehn Expressionsstellen-assozierte 
Gene ((6$*s) und am Telomerende ein 96*-Gen (Abb. 3). 
 
 








Zur polycistronischen Transkriptionseinheit gehören die 8 Expressionsstellen-assoziierten 
Gene und das am Telomerende gelegene 96*-Gen. Alle Gene stehen unter der Kontrolle 
eines Promotors (gekennzeichnet durch einen schwarzen Pfeil). Wiederholungssequenzen 
sind in gelb, blau oder rot dargestellt. 
 
 
Das Genom eines jeden Trypanosoms enthält ca. 1000 unterschiedliche 96*-Gene, aber zu 
einer gegebenen Zeit wird nur das 96*-Gen der aktiven Expressionsstelle exprimiert. 
Während (6$* und (6$* große Ähnlichkeiten aufweisen, sind die anderen 
Expressionsstellen-assoziierten Gene sehr unterschiedlich. (6$* und (6$* kodieren fur 
den trypanosomalen Transferrinrezeptor (Ligtenberg HW DO, 1994; Chaudhri HW DO, 1994; 
Salmon HWDO, 1994; Steverding HWDO, 1994, 1995). (6$* kodiert für eine Adenylatcyclase, 
die über die Oberfläche des Flagellums verteilt ist, und (6$* für ein Protein, das im 
Nukleolus vorkommt und eine DNA-Bindedomäne enthält. Die Funktion von (6$* ist 
unbekannt. Die Nukleotidsequenzen von (6$*, (6$* und (6$* lassen auf Proteine 
schließen, die entweder einen GPI-Anker oder eine Transmembrandomäne enthalten 
(Vanhamme & Pays, 1995; Paindavoine HWDO., 1992; Hoek HWDO., 2000). Die meisten 96*-
Gene befinden sich in internen chromosomalen Bereichen und nicht in einer der 20 
Expressionsstellen. 
Neben den Blutform-Expressionsstellen gibt es auch 15-20 metacyclische Expressionsstellen 
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1986). Die M-ES liegen am Telomerende von Chromosomen und enthalten einen RNA-
Polymerase I-Promotor (Alarcon HWDO, 1994; Graham HWDO, 1991, 1993). In vielen Aspekten 
unterscheidet sich die M-ES von der B-ES: sie stellt eine monocistronische 
Transktiptionseinheit (ca. 3-5 kb) dar, und ist durch das vollständige oder teilweise Fehlen der 
50 bp- und 76 bp-Wiederholungssequenzen und der Expressionsstellen-assoziierten Gene 
charakterisiert (Barry HW DO, 1998; Pedram & Donelson, 1999; Alarcon HW DO, 1999). Das 
rechte Telomer des Chromosoms Ia (Abb. 4) ist mit einer M-ES assoziiert (El-Sayed HWDO, 
2000). 
Frühere Forschungsergebnisse deuten auf eine Kontrolle der B-ES auf drei Ebenen: (i) durch 
DNA-Rearrangement innerhalb der verschiedenen Wiederholungssequenzen in Promotornähe 
(Zomerdijk HW DO, 1990, 1991; Horn & Cross, 1997a; Rudenko HW DO, 1998), (ii) durch 
Telomer-Inaktivierung (Aparicio & Gottschling 1994), oder (iii) durch DNA-Modifikation 





$EE  6WUXNWXU XQG 2UJDQLVDWLRQ GHV  0E &KURPRVRPV ,D YRQ 7 EUXFHL
YHUlQGHUWQDFK(O6D\HGHWDO Die linke telomere Expressionsstelle für Blutform 
96*-Gene (B-ES) ist 45-60 kb groß und enthält Wiederholungssequenzen und 
Expressionsstellen-assoziierte Gene, während die rechte telomere Expressionsstelle für 
metacyclische 96*-Gene (M-ES) 3-5 kb lang ist (Melville, 1997; Melville HWDO, 1999; El-
Sayed HWDO, 2000). 
 















Wenn 7 EUXFHL in die Blutbahn gelangt, sind die Parasiten dem Immunsystem des 
Wirbeltierwirtes ausgesetzt. Als Antwort auf die Immunantwort des Wirtes wechseln die 
Trypanosomen ständig ihr Oberflächenglykoprotein (VSG). Dieser Mechanismus ist als 
Antigenvariation bekannt (Cross, 1996; Cross HWDO, 1998). Die Antigenvariation ist verbreitet 
bei vielen Parasiten z. B. bei Borrelia spp., Plasmodien oder Babesien. Dabei handelt es sich 
meistens um Oberflägeantigene mit einer Wechselrate von 10-4 bis 10-2 (Roberts HWDO 1992; 
Allred HWDO., 1994; Wang HWDO., 1999; Barbour & Restrepo, 2000). 
Die Bluttrypanosomen sind in der Lage innerhalb von nur 5-10 h ihren VSG-Mantel zu 
wechseln (Rudenko HWDO, 1998). Durch den ständigen Wechsel des VSG-Mantels entziehen 
sich die Trypanosomen der Immunantwort ihres Wirtes. Zu Beginn einer Infektion bildet das 
Immunsystem des Wirtes Antikörper gegen das VSG-Molekül der eingedrungenen Parasiten. 
Nach wenigen Tagen werden die meisten Trypanosomen lysiert, aber einige Trypanosomen 
synthetisieren ein neues VSG-Molekül und überleben. Der Wirtsorganismus antwortet mit der 
Bildung neuer Antikörper gegen den zweiten Parasitenklon, die wiederum die meisten 
Trypanosomen eliminieren. Es überleben aber wieder einige Parasiten, die ein drittes VSG-
Protein exprimieren. Dieser Wechsel von Antigenen kann sich bis zu 1000-mal wiederholen 
und führt schließlich zur Erschöpfung des Wirtes. Wie bereits oben erwähnt, enthält das 
Genom von 7EUXFHL ca. 1000 verschiedene 96*-Gene, aber nur das 96*-Gen der aktiven 
Expressionsstelle wird exprimiert. Über zwei Wege können Bluttrypanosomen den Wechsel 
der 96*-Expression steuern: (i) durch Ersatz des 96*-Gens der aktiven Expressionsstelle 
durch ein anderes 96*-Gen und (ii) durch Inaktivierung der aktiven Expressionsstelle und 





Anders als die meisten Eukaryoten verwenden Trypanosomen die RNA-Polymerase I für die 
Transkription der mRNA und der rRNA. Es gibt verschiedene Promotoren mit ähnlichen 
Sequenzen für die RNA-Polymerase I in 7EUXFHL, den B-ES Promotor, den M-ES Promoter 
und den EP/GPEET-Promotor (Kim & Donelson, 1997; Vanhamme & Pays, 1995). Die 
RNA-Polymerase II ist verantwortlich für die Transkription der VSOLFHGOHDGHU RNA (Gilinger 
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& Bellofatto, 2001). Ferner besitzen die Trypanosomen eine RNA-Polymerase III für die 
Transkription von tRNAs und anderen kleinen snRNA (Nakaar HWDO, 1997; Horn, 2001). 
Die Trypanosomatiden haben die Besonderheit, dass einzelne Gene in Transkriptionseinheiten 
zusammengefasst sind und als polycistronische prä-mRNA transkribiert werden (Borst, 1986). 
In diesen Trankriptionseinheiten liegen funktionsgleiche oder verwandte Gene in Clustern vor 
und sind durch kurze, nicht kodierende Sequenzen voneinander getrennt. Das Fehlen von 
Introns in den Trypanosomatiden ist eine weitere Besonderheit dieser Organismengruppe. 
Über zwei spezielle Mechanismen, das Trans-Spleißen und die 3’-Spaltungs-
Polyadenylierung, werden die polycistronischen prä-mRNAs in einzelne monocistronische 
mRNAs zerlegt. Durch das Trans-Spleißen wird am 5’-Ende des reifen Transkripts eine 39 bp 
lange VSOLFHG OHDGHU-Sequenz (SL oder Miniexon) und am 3’-Ende ein Poly(A)-Schwanz 
angehängt (Laird, 1989; Agabian, 1990; van der Ploeg, 1992). Als Spleiß-Donorsequenz dient 
dabei das Dinukleotid GU, das sich in der Miniexon-Sequenz befindet. Das Dinukleotid AG 
am 5’-Ende der prä-mRNA dient als Spleiß-Akzeptorsequenz (Huang & Van der Ploeg, 
1991).  Im Gegensatz zu höheren Eukaryoten, bei denen das Trans-Spleißen das Ergebnis von 
einigen Mutationen ist, ist dieser Prozess bei Trypanosomen obligatorisch für die Reifung 
jeder mRNA (Laird, 1989; van der Ploeg, 1992). Das Trans-Spleißen findet vermutlich 
kotranskriptionell statt, da man nur geringe Mengen an nicht-prozessierten Vorläufer-mRNAs 
detektieren kann (Ullu & Tschudi, 1993). Die Polyadenylierung erfolgt in Eukaryoten an 
mehreren möglichen Polyadenylierungsstellen, von denen einige stark bevorzugt werden. Ein 
spezifischer Faktor bindet an das Polyadenylierungssignal AAUAAA, das sich im Abstand 
von 15-25 Nukleotiden vor der Polyadenylierungsstelle befindet (Wickens, 1990). Im 
Gegensatz dazu fehlt bei Trypanosomen ein solches Polyadenylierungssignal. Stattdessen 
wird die Polyadenylierungsstelle von einer stromabwärts des kodierenden Transkripts 
gelegenen pyrimidinreichen Region bestimmt (LeBowitz HWDO, 1993; Matthews HWDO, 1994). 
Diese pyrimdinreiche Region dient gleichzeitig in der prä-mRNA als Signal für das Trans-
Spleißen des stromabwärts gelegenen Transkripts. Polyadenylierung und Trans-Spleißen sind 
vermutlich gekoppelt und werden in der Zelle von der gleichen Maschinerie ausgeführt 
(Clayton, 1992; LeBowitz HW DO, 1993; Ullu HW DO, 1993). Bei Trypanosomen ist die 
Regulation der VSG-Transkription aufgrund ihrer Bedeutung für die Antigenvariation am 
besten untersucht. Die Transkription der Gene für die meisten Oberflächen-Proteine (VSG in 
der Blutform und EP/GPEET (Procycline) in der Insektenform) unterscheidet sich von der 
Transkription andere Gene. 
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96*- und 3URF\FOLQGene werden durch die RNA-Polymerase I transkribiert (Lee & van der 
Ploeg, 1997), die bei anderen Eukaryoten für die Transkription der rRNA zuständig ist. 
Darüber hinaus ist die Expression der 96*-Gene noch von anderen zellulären Komponenten 
in der Blutform abhängig. So scheinen bestimmte Chromatin-Komponenten die 
Zugänglichkeit des DNA-Templates für Transkriptions- und Elongationsfaktoren zu 
beeinflussen (Qi HWDO, 1996; Graham HWDO, 1998; Navarro HWDO, 1999; Rudenko HWDO, 1994; 
Horn, 2001). Bei der Inaktivierung der VSG-Expression in der Insekten-Form spielt 
vermutlich eine besondere Nukleotid-*O\NRV\OLHUXQJ -Glykosyl-Hydroxymethyluracil oder 
Base J) eine Rolle (Gommers-Ampt HW DO, 1993; van Leeuwen HW DO, 2000). Diese 
Basenmodifikation wurde in der 50 bp Telomer-Wiederholungssequenz in inaktiven B-ES, 
aber nicht in der aktiver B-ES und auch nicht in der Insekten-Form gefunden (van Leeuwen HW





Häufig weisen Gene in 7EUXFHL, die in der gleichen polycistronischen Transkriptionseinheit 
lokalisiert sind und deren Expression somit vom gleichen Promotor kontrolliert wird, eine 
stadienspezifische Regulation auf. Aus einer polycistronischen prä-mRNA gehen oft 
unterschiedliche Mengen an individuellen mRNAs hervor. Neben dem Trans-Spleißen und 
der Polyadenylierung kann auch die RNA-Stabilität und der RNA-Transport reguliert sein. 
Zudem können Kinetoplastida ihre Genexpression posttranskriptionell über die Translation 
regulieren. 
Positive Elemente in der nichttranslatierten Region (UTR) sind für die Stabilität der mRNA 
und die Translation von Genen verantwortlich, negative Elemente fungieren als 
Translationsrepressoren. Bei vielen Organismen wurden solche regulatorischen Motive 
identifiziert. Binden regulatorische Proteine an solche Elemente, wird gewöhnlich die 
Stabilität der mRNA erhöht (Dandekar & Sharma, 1998). Eine bekannte, phylogenetisch 
konservierte regulatorische Sequenz ist die ca. 30 Nukleotide lange Haarnadelstruktur mit 
dem Motiv 5’ -CAGUGN-3’ , die als ,URQ 5HVSRQVLYH (OHPHQW (IRE) in der 3’ -UTR der 
humanen Transferrinrezeptor-mRNA und in der 5’ -UTR der Ferritin-mRNA, der Aconitase-
mRNA von Schwein und Rind und der Succinat-Dehydrogenase-mRNA von 'URVRSKLOD 
vorkommt (Dankebar & Sharma, 1998). 
In Trypanosomen spielen Motive innerhalb der 3’ -UTR einer mRNA eine bedeutende Rolle 
bei der Genregulation (Jefferies HWDO, 1991; Hehl HWDO, 1994; Berberof HWDO, 1995; Hotz HW
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DO, 1995). So weist die 3´-UTR der Procyclin-mRNA zwei Haarnadelstrukturen auf (26-mer 
und 16-mer), deren Deletion die Regulation des Procyclins beeinflusst (Furger HWDO, 1997). 
Andererseits konnten Zomerdijk HWDO (1990) mit Hilfe der transienten Transfektion zeigen, 





Bluttrypanosomen benötigen wie alle Lebewesen Eisen zu ihrer Vermehrung. Da Fe3+-Ionen 
bei neutralem pH-Wert unlöslich sind, kommt für die Bluttrypanosomen nur das Transferrin 
des Wirtes als Quelle für Eisen in Frage, und folglich ist Transferrin ein essentieller 
Wachstumsfaktor für die Blutparasiten (Schell HWDO, 1991; Steverding, 1998). Transferrin ist 
ein in der Leber synthetisiertes Serum-Glykoprotein von 80 kDa und fungiert als primäres 
Transportprotein von Nicht-Hämeisen. Die Bluttrypanosomen nehmen das Transferrin über 
Endozytose mit Hilfe eines speziellen Rezeptors auf (Coppens HW DO, 1987). Der 
trypanosomale Transferrinrezeptor ist ein heterodimerer Proteinkomplex, der sich hinsichtlich 
Primärstruktur, Organisation der Untereinheiten und der Membranverankerung vom humanen 
Transferrinrezeptor unterscheidet (Salmon HWDO, 1994; Ligtenberg HWDO, 1994; Steverding HW
DO, 1994, 1995). Die beiden Untereinheiten des trypanosomalen Transferrinrezeptors werden 
von zwei Expressionsstellen-assoziierten Genen, (6$* und (6$*, kodiert. Wie die 96*-
Gene werden (6$* und (6$* nur in der Blutform der Trypanosomen exprimiert. Die 
Aminosäuresequenzen von ESAG6 und ESAG7 weisen 60 – 70% Ähnlichkeiten zur N-
terminalen Domäme des VSG auf (Salmon HW DO, 1997). Beide Proteine besitzen eine N-
terminale ER-Signalsequenz und sind in ihrer Aminosäuresequenz zu 85% homolog. 
Nichthomologe Sequenzbereiche befinden sich in den C-terminalen Regionen der Proteine. 
Im Gegensatz zum humanen Transferrinrezeptor kommt der trypanosomale 
Transferrinrezeptor nur in sehr geringer Zahl (3000 Rezeptormoleküle/Zelle) in 
Bluttrypanosomen vor (Steverding HWDO, 1994, 1995). Mittels heterologer Expression wurde 
gezeigt, dass der Transferrinrezeptor seinen Liganden nur nach Dimerisierung der beiden 
Proteinmonomere binden kann (Chaudhri HWDO, 1994; Ligtenberg HWDO, 1994; Salmon HWDO, 
1994). Für die Bindung eines Transferrinmoleküls (Steverding HW DO, 1995) sind die 
Aminosäuren 209-213 und 223-237 innerhalb der C-terminalen Domänen von ESAG6 und 
ESAG7 verantwortlich (Salmon HWDO, 1997). Tab. 1 vergleicht die wichtigsten Merkmale der 
Transferrinrezeptoren von 7 EUXFHL und humanen Zellen (Omary & Trowbridge 1981b; 
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Newman HWDO, 1982; Trowbridge HWDO, 1984) und Abb. 5 zeigt die mutmaßliche Struktur 











ESAG6: 50-60 kDa 
ESAG7: 40-42 kDa 
Homodimer 
jedes Monomer 95 kDa 
postranskriptionelle 
Modifikation 
ESAG6: 2-5 N-Glykane 




Membranverankerung mittels GPI-Anker am C-Terminus von ESAG6 
jedes Monomer mit einer 
Transmembrandomäne 
Ligand/Rezeptor 
Stöchiometrie 1 Transferrin pro Rezeptor 1 Transferrin pro Monomer 
 
 






$EE  0XWPD OLFKH 6WUXNWXU GHU EHLGHQ 8QWHUHLQKHLWHQ (6$* XQG (6$* GHV
7UDQVIHUULQUH]HSWRUVYRQ7EUXFHL6WHYHUGLQJ  
Aus der bekannten dreidimensional Struktur der N-terminalen Domäne des VSG-Moleküls 
MITat1.2 (Blum HWDO, 1993) wurde die mutmaßliche Struktur von ESAG6 und ESAG7 durch 
Homologieberechnung mit dem Programm Inside 2 (Jacobs HW DO, 1998) ermittelt. Freie 
Enden sind durch Nummern der entsprechenden Aminosäuren gekennzeichnet. Die NH2- und 
COOH-Termini sind mit N und C gekennzeichnet. α-Helices sind in grün, -Faltblätter in rot 
und Oberflächeschleifen in grau dargestellt. Die an der Transferrinbindung beteiligten 
Bereiche sind blau markiert. Es handelt sich um die Aminosäurereste 205-215 und 223-238 
(Salmon HWDO, 1997). 
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Die zelluläre Aufnahme von Transferrin erfolgt bei den Bluttrypanosomen in der 
Flagellartasche, einer Einstülpung der Plasmamembran und dem einzigen Bereich der 
Zelloberfläche, wo Endo- und Exozytoseprozesse stattfinden (Balber HWDO, 1990; Webster & 
Russel, 1993; Landfear & Ignatushchenko, 2001). Immunelektronenmikroskopische 
Untersuchungen an Bluttrypanosomen zeigten, dass der Transferrinrezeptor überwiegend im 
Lumen der Flagellartasche vorkommt und nur in geringer Menge in der 
Flagellartaschemembran und in intrazellulären Vesikeln (Steverding HW DO, 1994). Das 
Transferrin wird in der Flagellartasche von seinem Rezeptor gebunden (Abb. 6). 
Anschließend wird der Ligand-Rezeptor-Komplex in das Endosom transportiert. Der niedrige 
pH-Wert bewirkt die Freisetzung des Eisens aus dem Transferrin (Princiotto & Zapolski, 
1975; Lestas, 1976). Aufgrund der niedrigen Affinität des Transferrinrezeptors für eisenfreies 
Transferrin (Apotransferrin) dissoziiert der Ligand-Rezeptor-Komplex (Maier & Steverding, 
1996). Während das Transferrin ins Lysosom befördert und dort proteolytisch abgebaut wird 
(Grab HWDO, 1992; Steverding HWDO, 1995), wird der Transferrinrezeptor vermutlich wieder 
zurück zur Flagellartasche transportiert (Steverding HWDO, 1995; Steverding, 2000; Kabiri & 
Steverding, 2000). Während das Eisen in der Zelle verbleibt, werden die Abbauprodukte des 
Transferrins ans Medium abgegeben (Steverding HWDO, 1995). Damit unterscheidet sich die 
Transferrinaufnahme der Trypanosomen vom Transferrinzyklus der Säugetierzellen (Klausner 
HW DO, 1983), ähnelt aber der Internalisierung von Lipoproteinen geringer Dichte und 
Asialoglykoproteinen durch humane Zellen (Goldstein HWDO, 1975; Bridges HWDO, 1982). Die 
Effizienz der Transferrinaufnahme des trypanosomalen Transferrinrezeptors ist geringer als 
die des humanen Transferrinrezeptors. Im Vergleich zum humanen Transferrinrezeptor, der 
18 Transferrinmoleküle pro Stunde und Rezeptor aufnimmt (Iacopetta HW DO, 1982), 
transportiert der trypanosomale Transferrinrezeptor ca. 4,5 Transferrinmoleküle pro Stunde 
und Rezeptor (Steverding, 2000). 
















$EE  7UDQVIHUULQDXIQDKPH LQ %OXWWU\SDQRVRPHQ 6WHYHUGLQJ  Einzelheiten 
siehe Text. FP: Flagellartasche; FL: Flagellum; EN: Endosom; CY: Cytoplasma; V: Endo-und 






Wie der humane Transferrinrezeptor wird auch der trypanosomale Transferrinrezeptor 
eisenabhängig reguliert. So ist die Rate der Transferrinaufnahme und die Menge des 
Transferrinrezeptors in Bluttrypanosomen bei Eisenmangel dreifach erhöht (Fast HWDO, 1999). 
Auch eine Erhöhung der (6$*-mRNA Menge bei Eisenmangel konnte beobachtet werden 
(Fast HW DO, 1999). Die gleichen Effekte wurden auch bei den Rinderserum adaptierten 
Bluttrypanosomen beobachtet, wenn diese in Schwein- oder Pferdeserum kultiviert wurden 
(Fast HWDO, 1999). Die Erhöhung der Expression des Transferrinrezeptors wurde nach Zugabe 
von Rindertransferrin wieder aufgehoben (Fast HW DO, 1999). Da aber die Menge der 96*-
mRNA bei Eisenmangel unbeeinflusst blieb, lässt dies auf eine posttranskriptionelle 
Regulation des Transferrinrezeptors schließen (Fast HW DO, 1999). Da unter bestimmten 
Bedingungen niedrig-affine Transferrine einen Eisenmangel bei Bluttrypanosomen auslösen 
können (Gerrits HW DO, 2002), scheint die physiologische Rolle der eisenabhängigen 
Regulation des Transferrinrezeptors ein Anpassungsmechanismus zu sein. 
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Im humanen System ist die Regulation des Transferrinrezeptors weitgehend aufgeklärt. Da 
Eisen eine essentielle zelluläre Komponente ist, aber auch toxische Reaktionen auslösen kann, 
ist die Regulation von Eisenproteine von großer bedeutung für die Zelle. (Hentze, 1995; 
Hentze & Kühn, 1996; Rouault & Klausner, 1997; Eisenstein, 2000; Rouault, 2000). Bei 
Eisenmangel binden ,URQ5HJXODWRU\3URWHLQV (IRPs) an Haarnadelstrukturen innerhalb der 
3’ -UTR der Transferrinrezeptor-mRNA (Casey HWDO, 1989; Horowitz & Harford, 1992). Bei 
diesen Haarnadelstrukturen handelt es sich um phylogenetisch konservierte Sequenzen von 
ca. 30 Nukleotiden, die als ,URQ 5HVSRQVLYH (OHPHQWV (IREs) bekannt sind. Im Fall der 
humanen Transferrinrezeptor-mRNA kommen fünf IRE-Sequenzen in der 3’ -UTR vor (Abb. 
7). Durch die Bindung von IRPs an die IREs wird das Transkript stabilisiert und vor dem 
Abbau durch Endonuklease geschützt, was zu einer erhöhten Translationsrate führt (Müllner 
HWDO, 1989).  
Bei den IRPs handelt es sich um Aconitasen und verwandte Proteine (Hentze HWDO, 1996; 
Eisenstein, 2000; Rouault , 2000; Aisen HWDO, 2001). 
 
 
$EE  ,URQ 5HVSRQVLYH (OHPHQWV ,5(V LQ GHU ¶875 GHU KXPDQHQ
7UDQVIHUULQUH]HSWRUP51$ 0OOQHU	.KQ  Die 5 Haarnadelstrukturen (VWHP
ORRSV) mit konservierten Sequenzen sind in der Nukleotidesequenz dargestellt, während 
andere Sequenzabschnitte durch Linien repräsentiert sind. 





Nukleosidmonophosphat-Kinasen (NMP-Kinasen) gehören zu einer Familie von ubiquitären 
Enzymen, die den reversiblen Transfer einer Phosphatgruppe von einem Nukleosidtriphosphat 
auf ein Nukleosidmonophosphat katalysieren, und sind deshalb wichtige Bindeglieder 
zwischen dem Energie- und Biosynthesemetabolismus. Aufgrund der Diskriminierung 
zwischen verschiedenen Nukleosidmonophosphaten sind die einzelnen NMP-Kinasen in 
Adenylat-, Cytidylat-, Thymidylat- und Uridylat-Kinasen unterteilt worden. Unter den NMP-
Kinasen sind die Adenylatkinasen am besten charakterisiert. Bei den Adenylatkinasen (auch 
ATP/GTP:AMP-Phosphotransferase genannt) handelt es sich um monomere ubiquitäre 
Enzyme, die die Reaktion NTP + AMP ↔ NDP + ADP katalysieren (Noda, 1973; Atkinson, 
1977).  
Diese Reaktion ist eine reversible Übertragung der terminalen Phosphatgruppe von ATP auf 
das Nukleosidmonophosphat und benötigt Mg2+ als essentiellen Cofaktor. Es handelt sich 
hierbei um einen Phosphoryltransfer mit Konformationsumkehr der übertragenen -
Phosphatgruppe, wobei das Mg2+ wahrscheinlich zur Erhöhung der Elektrophilie der 
Abgangsgruppe und zur Stabilisierung des Übergangszustandes beiträgt. Die wichtigste Rolle 
der Adenylatkinasen in der Zelle ist die Regulation des Gleichgewichts zwischen ATP und 
ADP. Im Stoffwechsel der Zelle übt ATP eine wichtige Funktion als Energieträger und bei 
der Synthese von Nukleinsäuren aus. Adenylatkinasen kommen in besonders großen Mengen 
in Geweben mit hohem Energie-Umsatz vor, was zum Energie-7UDQVIHU GHU - XQG -
Phosphatgruppe beiträgt und ATP-abhängige, zelluläre Prozesse reguliert (Zeleznikar HWDO, 
1990; Dzeja & Terzic, 1998; Dzeja HWDO, 1998, 1999). Allgemein spielen NMP-Kinasen eine 
zentrale Rolle bei der GHQRYR Synthese von NMPs und dNMPs. 
Die Adenylatkinasen von (VFKHULFKLD FROL und von Hefen wurden bisher am besten 
charakterisiert (Müller & Schulz, 1992, 1998). In Wirbeltieren findet man verschiedene 
Adenylatkinasen im Cytosol (Adenylatkinase 1, AK1), im mitochondrialen Zwischenraum 
(Adenylatkinase 2, AK2) und in der mitochondrialen Matrix (Adenylatkinase 3, AK3) (Khoo 
& Russell, 1972; Tomasselli & Noda, 1979; Noma HWDO, 1998, 2000). Weiterhin wurden zwei 
Adenylatkinase-Isoformen (AK4 und AK5) beim Menschen identifiziert (Yoneda HWDO, 1998; 
van Rompay HW DO, 1999). Adenylatkinase 5 wurde im Cytosol von Hirngewebe lokalisiert 
und besitzt sowohl ATP:AMP- als auch GTP:AMP-Phosphotransferase-Aktivität (van 
Rompay HWDO, 1999). Die verschiedenen Adenylatkinasen unterscheiden sich in ihrer Größe 
(20-25 kDa) und durch eine Insertionssequenz von etwa 30 Aminosäuren im C-terminalen 
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Bereich (LID-Region), welche in der dreidimensionalen Struktur als viersträngiges -Faltblatt 
hervortritt (Diederichs & Schluz, 1991; Fukami-Kobayashi HW DO, 1996). Im N-terminalen 
Bereich befindet sich der P-Loop mit dem konservierten Motiv GXGXXGKTT als ATP-
Bindungsstelle. Dieses Sequenzmotiv ist essentiell für die Interaktion zwischen einem 
Phosphat des Donornukleosids und dem Enzym und liegt in der Mitte der NMP-
Bindungstasche, einem an hydrophoben Aminosäuren reichen Sequenzabschnitt mit auffällig 
zahlreichen, konservierten Argininen. 
Zu der kurzen Enzym-Variante gehören die AK1, die bevorzugt AMP als Phosphoryl-
Akzeptor verwendet und im Cytosol von Vertebraten vorkommt, und die UMP/CMP-
Kinasen, die bevorzugt UMP und CMP als Nukleosidmonophosphat-Substrate benutzen. Zu 
der großen Enzym-Variante gehören die AK2 und die AK3, die GTP vor ATP bevorzugen 
(Nakazawa HWDO, 1990) und pflanzliche Adenylatkinasen. 
Anhand der Kristallstuktur der Adenylatkinase aus Hefe und ( FROL konnte die 
Substratbindungsstelle identifiziert werden. Mit dem Bisubstratinhibitor 
Diadenosinpentaphosphat (AP5A) konnten die Nukleosidbindungsregionen nachgewiesen, 
aber nicht die Bindungsorte von ATP und AMP unterscheiden werden (Müller & Schulz, 
1998, 1992). Durch Bindung von AMP an Rinder-AK3 und GMP an Guanylatkinase konnte 
schließlich die NMP-Bindungsstelle identifiziert werden (Diederichs & Schulz,1990; Berry HW
DO., 1994, 1990; Stehle & Schulz, 1990). Darüber hinaus konnten mit Hilfe von 
substratgebundener Adenylatkinase aus (FROL (Abb. 8) umfangreiche Domänenbewegungen 
analog der Hexokinase gemessen werden (Bennett & Steitz, 1980). Bei Substratbindung 
verändert die Adenylatkinase ihre Konformation vom offenen Zustand in den geschlossenen 
Zustand. Mit Hilfe von AP5A konnte gezeigt werden, dass die LID-Domäne infolge einer 
Scherbewegung der benachbarten -Helices der NMP-Bindungsdomäne in einer 
Schanierbewegung das Akzeptorsubstrat bedeckt. Auf diese Weise erreicht das Enzym die 
geschlossene, katalytisch aktive Konformation (Deusicke HW DO, 1986; Schulz HW DO, 1990; 
Berry HW DO, 1994). Dieser als ,QGXFHG )LW bezeichnete Mechanismus und ihre Rolle als 
Phosphotransferase prädestiniert die Adenylatkinase als Modell zur Erforschung von Struktur 
und Dynamik eines Enzyms. 
In den Kinetoplastida (Trypanosomen) kommen Adenylatkinasen im Glycosom und 
vermutlich auch in anderen Zellkompartimenten vor (McLaughin, 1985). 
 



























Im ersten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob Sekundärstrukturen in der 5’ -UTR von 
(6$* und (6$* als IREs für die eisenabhängige Regulation der Expression des 
Transferrinrezeptors in Bluttrypanoosmen dienen. Dazu sollte zunächst das (6$* der 
aktiven Expressionsstelle gegen das 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen als Reportergen 
ausgetauscht und dessen Expression bei Eisenmangel bestimmt werden. Anschließend sollte 
ein Teil der 5’ -UTR deletiert werden. Wenn die 5’ -UTR als IRE fungiert, dann sollte im 
Gegensatz zu den Ausgangszellen das Reportergen in den Deletionsmutanten nicht 
eisenabhängig reguliert werden. 
Im zweiten Teil der Arbeit sollten Untersuchungen zur Aktivität und Substratspezifität sowie 
Kristallisationsversuche einer klonierten 7 EUXFHL-NMP-Kinase durchgeführt werden. 
Anhand der Substratspezifität sollte eine Klassizifierung der 7 EUXFHL-NMP-Kinase 
vorgenommen werden. 
 




























Fötales Kälberserum (FCS) Seromed 














Neomycin (G418) Calbiochem 
Pepstatin Sigma 
Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) Sigma 
Proteinase K Roth 
Rinderserumalbumin (BSA) Roth 
RNase I Qiagen 










Taq-Polymerase–Reaktionspuffer (10X) Böhringer 







Tween 20 Merck 
 
 






Ampicillin (100mg/ml) Sigma 
Neomycin (G418) (50 mg/ml) Calbiochem 
Penicillin/Streptomycin (100X) Biowhittaker 






Restriktionsenzyme Biolabs, Promega 
oder MBI Fermentas 
Taq-Polymerase Promega oder Eppendorf 
Pfu-Polymerase Promega oder Stratagene 







$QWLN USHU Bezugsquelle 
anti-NPTII Kaninchen Antikörper Biozol oder Biomol 
anti-TbAK Kaninchen Antikörper Eurogentec 
anti-TbTfR Kanninchen Antikörper Steverding HWDO., (1994) 
Anti-VSG-Kanninchen Antikörper Dr. D. Steverding 
anti-Kaninchen Ziege-HRP Antikörper Santa Cruz 
 






Cruz Marker Santa Cruz 
Multicolored Marker Invitrogen 
Coomassie-Marker Sigma 
1 kb Ladder Biolabs oder MBI Fermentas 
100 bp Ladder Boehringer, MBI Fermentas 
DNA-Marker IV Boehringer 









QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen 
DNA-Extraktions-Kit Qiagen 










Ready to Go Ligase Amersham 
Ready zo Go PCR Amersham 
BCA-Kit Pierce 






pHD599 Prof. Clayton, ZMBH Heidelberg 
pHD597 Prof. Clayton, ZMBH Heidelberg 
pUT352 Cayla 
PCBM.NEO Dr. Andrews, Uni Heidelberg 
pQE30 Qiagen 








5´-GGC CAA GCT TGG ATG GAT TGC CAC GC-3´ 
5´-TTC AGA ATT CCT GCA GCC CGG GGA T-3´ 
UT1R 
UT2F 
5´-CCG CTT CGT TAC TGA AAA AAA T-3´ 
5´-AAA GTG ATA TCT AGA ACT AGA TAC C-3´ 
ActF 
ActR 
5´-ACA CAA CGT GCT ACT GAC TGA GGC-3´ 
5´-GCA CTG TTC GTC ATC TCT TCG TCG-3´ 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidprimer wurden von den Firmen Interactiva 
und MWG-Biotech synthetisiert. 
 










 2M Tris 
 50 mM EDTA 
 pH 7,5 mit Essigsäure 
 
;7%(
 1 M Tris 
 1 M Borsäure 
       20 mM EDTA 
 pH 8,0 mit Essigsäure 
 
'1$3UREHQSXIIHU
 0,1% Bromphenolblau 
 1 mM Tris 
 60% Saccharose 
 pH 8,3 mit HCl 
 
;0($
 20 mM MOPS 
   5 mM Na-Acetat 
 1 mM EDTA 
 pH 8,0 mit HCl 
 
51$'HQDWXULHUXQJVSXIIHU
 65% Formamid 
 20% Formaldehyd 
 13% 10X MEA 
 
51$3UREHQSXIIHU
 50% Glycerin 
 1 mM EDTA 
 0.4% Bromphenolblau 
 
7(3XIIHU
10 mM Tris 
 1 mM EDAT 
 ph 8,0 mit HCl 
 






 25 mM Tris 
 192 mM Glycin 
 0,1% SDS 
 
;3UREHQSXIIHU
 0,25 mM Tris 
 8% SDS 
 40% Glycerin 
 0,0045% Bromphenolblau 
 100 mM D,L-Dithiothreitol 
 pH 6,8 mit HCl 
 
;7UHQQJHOSXIIHU
 1,5 mM Tris 
 0,4% SDS 
 pH 8,8 mit HCl 
 
LJHV7UHQQJHO
 1,25 ml 4X Trenngelpuffer 
 1,95 ml 30% Acrylamid 
 1,3 ml H2O 
 25 l 10% APS 
 2,5 l TEMED 
 
;6DPPHOJHOSXIIHU
 0,5 M Tris 
 0,4% SDS 
 pH 6,8 mit HCl 
 
LJHV6DPPHOJHO
 0,75 ml 4X Sammelgelpuffer 
 0,528 ml 30% Acrylamid 
 1,72 ml H2O 
 27 l 10% APS 
 9 l TEMED 
 
&RRPDVVLH)lUEHO|VXQJ
 0,5% Coomassie Brillant Blue R250 
 10% Essigsäure 
 30% 2-Propanol 
 
&RRPDVVLH(QWIlUEHUO|VXQJ
 7,5% Essigsäure 
 5% Ethanol 
 




 Anodenpuffer I: 300 mM Tris 
 Anodenpuffer II: 25 mM Tris 
 Kathodenpuffer: 40 mM 6-Aminohexansäure 
 
;7%63XIIHU
 100 mM Tris 
 1,5 M NaCl 
 pH 8,0 mit HCl 
 
7%673XIIHU
 0,05% Tween 20 
 100 ml 10X TBS-Puffer 
 ad 1000 ml mit H2O 
 
%ORFNLHUXQJVSXIIHU
 5% Milchpulver 
 in TBST-Puffer 
 
,QNXEDWLRQVSXIIHU
 5% Pferdeserum 
 0,1% Milchpulver 
 in TBST-Puffer 
 
3RQFHDX)lUEHO|VXQJ
 1% Ponceau S 
 1% Essigsäure 
 
3RQFHDX(QWIlUEHU/|VXQJ
 1% Essigsäure 
 
6WULSSLQJ3XIIHU
 100 mM -Mercaptoethanol 
 2% SDS 
 62,5 mM NaCl 
 
;8OWUDVFKDOO3XIIHU
 6,97 mM NaH2PO4 
 43,02 mM NaHPO4 
 300 mM NaCl 
 






 3 mM KH2PO4 
 60 mM Na2HPO4 
 45 mM NaCl 
 50 mM Glucose 
 
/\VH3XIIHU
 50 mM HEPES 
 2,5 mM EDTA 
 2 mM EGTA 
 pH 7,0 mit NaOH 
 
3URWHDVH,QKLELWRUHQ
 100 mM TLCK in H2O 
 200 mM PMSF in Isopropanol 
 10 mM Leupeptin in H2O 
 1 mg/ml E64 in H2O 
 1 mg/ml Pepstatin in H2O 
 
;3%63XIIHU
 136 mM NaCl 
 37,7 mM KCl 
 4,9 mM Na2HPO4 






 50 mM Tris 
 10 mM EDTA 
 100 mg/ml RNase A 
 pH 8,0 mit HCl 
 
3XIIHU3
 200 mM NaOH 
 1% SDS 
 
3XIIHU3
 3,0 M K-Acetat 
 pH 5,5 mit Essigsäure 
 




 1 M NaCl 
 50 mM MOPS 
 15% Isopropanol 
 pH 7,0 mit NaOH 
 
3XIIHU4%7
 750 mM NaCl 
 50 mM MOPS 
 15% Isopropanol 
 0,15% Triton X-100 
 pH 7,0 mit NaOH 
 
3XIIHU4)
 1,25 mM NaCl 
 50 mM Tris 
 15% Isopropanol 
 pH 8,5 mit HCl 
 
7(3XIIHU
 10 mM Tris 
 1 mM EDTA 
 pH 7,5 mit HCl 
 
;67(3XIIHU
 1 M NaCl 
 200 mM Tris 
 100 mM EDTA 
 pH 7,5 mit HCl 
 
($3XIIHU
 0,5 ml 1 M Tris, pH 8,0 mit HCl 
 12,5 ml 1 M NaCl 
 0,25 ml 100% NP-40 
 36,7 ml H2O 
 
(%3XIIHU
 0,5 ml 1 M Tris, pH 8,0 mit HCl 
 0,5 ml 1 M NaCl 
 2,5 ml 0,2 M EDTA 
 2,5 ml 10% SDS 
 46 ml H2O 
 









(FROL DH 5 , Bezugsquelle: Prof. C. Clayton, 
 Zentrum für Molekulare Biologie Heidelberg 
(FROL XL1-Blue, Bezugsquelle: Prof. K. Becker-Brandenburg, 






 10 g Pepton 
 5 g Hefe-Extrakt 
 10 g NaCl 
 ad 1000 ml mit H2O 
 
/%$030HGLXP
 70 mg/ml Ampicillin in LB-Medium 
 
/%$JDU
 100 mg/ml Ampicillin 
 1,5% Bacto-Agar 
 in LB-Medium 
 
62%0HGLXP
 20 g Trypton 
 5 g Hefe-Extrakt 
 590 mg NaCl 
 190 mg KCl 
 pH 7,0 mit NaOH 
 ad 1000 ml H2O 
(LQIULHUPHGLXP
 15% Glycerin 
 in LB-AMP-Medium 
 




 10 mM MgSO4 
 20 mM Glucose 
 in SOB-Medium 
 pH 7,0 mit NaOH 
  steril filtrieren 
 
&D&O  /|VXQJ
 50 mM CaCl2 
 10% Glycerin 
 







Bei den in dieser Arbeit verwendeten Trypanosomen handelt es sich um kultur-adaptierte, 






 3 g HEPES 
 0,5 g Glucose-Monohydrat 
 0,11 g Na-Pyruvat 
 0,007 g Hypoxanthin 
 0,002 g Thymidin 
 0,0107 g Adenosin 
 0,0141 g Bathocuproinsulfonat 
 in 50 ml EMEM-Medium lösen 
 pH mit NaOH auf 7,5 einstellen 
  steril zu den restlichen 450 ml EMEM geben 
 5 ml 100X NEAA zugeben 
 
.RPSOHWWHV%DOW]0HGLXP
 40 ml Basis Baltz-Medium 
 0,4 ml  -Mercaptoethanol 
 0,4 ml 100X Penicillin/Streptomycin-Lösung 
 8 ml hitze-inaktiviertes FCS 
  steril filtrieren 
 
 0HUFDSWRHWKDQRO
 14,2 l -Mercaptoethanol 
 10 ml H2O 
  steril filtrieren 
 
(LQIULHUPHGLXP
 90% komplettes Baltz-Medium 
 10% Glycerin oder DMSO 
  steril filtrieren 
 





 2 mM EGTA 
 120 mM KCl 
 0,15 mM CaCl2 
 10 mM K2HPO4/KH2PO4, pH 7,6 
 25 mM HEPES 
 5 mM MgCl2 
 0,5% Glucose 
 1 mM Hypoxanthin 
 100 mg/ml BSA (Fraktion V, entfettet) 











Monomorphe Bluttrypanosomen des Stammes TC221 wurden in Baltz-Medium (Baltz HWDO, 
1985) mit 16,7% FCS bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Unter diesen Bedingungen 
verzehnfachen sich die Zellen etwa alle 24 Stunden. Bei Erreichen einer Zelldichte von 1 × 





Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte unter Verwendung einer Neubauer-Zählkammer. Diese 
ist in 25 Quadrate eingeteilt, die ihrerseits jeweils in 16 kleine Quadrate unterteilt sind. 
Nachdem die Zählkammer mit einem Deckglas bedeckt wurde, wurden zweimal  O.XOWXU
hineinpipettiert. Unter dem Mikroskop bei zehnfacher Vergrößerung wurde die Zahl der 
lebenden Trypanosomen in den 16 Quadraten bestimmt. Das Ergebnis mit 104 multipliziert 
ergab dann die Zellzahl/ml der Kultur. 





Gut gewachsene Trypanosomenkulturen (1 – 2 × 106 Zellen/ml) wurden 10 min bei 3000 rpm 
abzentrifugiert. Dann wurden die Zellen in Einfriermedium resuspendiert (1 × 106 Zellen/ml) 
und 1 ml (106 Zellen) in Kryoröhrchen aliquotiert. Die Zellen wurden über Nacht bei –80°C 





Die Transfektion von Bluttrypanosomen ermöglicht die Integration von DNA-Fragmenten 
durch homologe Rekombination ins Genom. Das zu transfektierende DNA-Fragment muss an 
einer Stelle spaltbar sein, die dem Intergrationslokus homolog ist (Jefferies HWDO, 1983; Laban 
HW DO, 1990; Li & Gottesdiener, 1996). Die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Plasmide 
wurde mit den Restriktionsenzymen 6DFI und ;KRI gespalten, gereinigt, steril getrocknet und 
in sterilem Wasser zu einer Konzentration von 2 J OJHOöst. Bluttrypanosomen der mittleren 
logarithmischen Wachstumsphase (2 – 3 × 106 Zellen/ml) wurden bei 4°C für 10 min bei 
3000 rpm abzentrifugiert, in 1 ml Elektroporationspuffer resuspendiert und erneut unter den 
gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurde in 0,4 ml 
Elektroporationspuffer zu einer Dichte von 1,75 × 107 Zellen resuspendiert und in 
Elektroporationsküvetten pipettiert. Linearisierte DNA-3ODVPLGH  J ZXUGHQ PLW GHQ
Zellen gemischt und es wurde sofort bei 1,6 –  N9 XQG   HOHNWURSRULHUW 'LH
elektroporierten Zellen wurden in 20 ml komplettem Baltz-Medium resuspendiert, auf 4 
Kulturflaschen verteilt und bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach 24 h erfolgte die Selektion 
PLW  JPO 1HRP\FLQ LQ NRPSOHWWHP %DOW]-Medium in einer 24-Loch-Kulturplatte. Die 
nach 7 – 14 Tagen ausgewachsenen Klone wurden kultiviert und charakterisiert. 
 







Logarithmisch gewachsene ( FROL-Zellen (OD600 ~1) wurden bei 4°C für 15 min bei 6000 
rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in Einfriermedium 





(OHNWURNRPSHWHQWH =HOOHQ ( FROL'+   Zellen aus einer tiefgefrorene Glycerinkultur 
wurden zunächst auf eine LB-AMP-Platte ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurden 5 ml LB-AMP-Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und bei 
37°C und 230 rpm als Vorkultur geschüttelt bis eine leichte Trübung zu erkennen war. Die 
Vorkultur wurde mit 500 ml LB-Medium verdünnt und bei 37°C und 230 rpm in einem 2,5 l 
Kolben bis zu einer OD550 von etwa 0,6 geschüttelt. Danach wurde die Kultur auf Eis für 10 
min inkubiert und bei 4°C für 10 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 
ml eiskaltem, sterilem Wasser resuspendiert, mit Wasser auf 250 – 500 ml verdünnt und 
zweimal bei 4°C für 10 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Zum Schluss wurden die Zellen in 1 
ml 10%iger Glycerin-Lösung resuspendiert, in kleinen Mengen (50 –  O DOLTXRWLHUW
sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80°C gelagert. 

&KHPLVFKNRPSHWHQWH =HOOHQ ( FROL;/%OXHNach einem Reinigungsausstrich einer 
Glycerinkultur auf einer LB-Tetracyclin-Platte wurde eine Einzelkolonie mit 3 ml LB-
0HGLXPPLW  JPO7HWUDF\FOLQ EHL  C unter Schütteln über Nacht inkubiert. Danach 
wurden mit 1 ml dieser Vorkultur  50 ml LB-0HGLXPPLW JPO7HWUDF\FOLQDQJHLPSIW
und bei 37°C bis zu einer OD600 von 0,5 inkubiert. Die Zellen wurden dann bei 4°C für 5 min 
bei 5000 rpm abzentrifugiert, in 20 ml steriler Lösung A (50 mM CaCl2, 10 mM Tris, pH 8,0) 
resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zellen erneut bei 4°C 
für 5 min bei 5000 rpm abzentrifugiert, in 2,8 ml steriler Lösung B (100 mM CaCl2, 10 mM 
Tris, pH 8,0) resuspendiert und in 50 – 100 O$OLTXRWVSRUWLRQLHUW'LH=HOOHQZXUGHQVRIRUW
in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80°C gelagert. 





(OHNWURNRPSHWHQWH=HOOHQ=X OHOHNWURNRPSHWHQWHQ=HOOHQ(FROL'+ ZXUGHQ– 
 O/LJDWLRQVDQsatz oder Plasmidlösung (1ng/ O]XJHJHEHQXQGPLQDXI(LVLQNXELHUW'LH
Transformation der Zellen erfolgte in einer eisgekühlten Elektroporationsküvette mit einem 
Stromstoß von 1,8 kV. Anschließend wurden die Zellen mit 1 ml SOC- oder LB-Medium für 
1 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen auf Selektionsplatten ausplattiert und über 
Nacht bei 37°C inkubiert. 
 
&KHPLVFKNRPSHWHQWH =HOOHQ Die bei –80°C gelagerten kompetenten ( FROL XL1-Blue-
Zellen wurden innerhalb von 20 min auf Eis aufgetaut. Zu 50 – 100 ONRPSHWHQWHQ=HOOHQ
wurden 2 – O/LJDWLRQVDQVDW]RGHU3ODVPLGOösung (1ng/ OSLSHWWLHUWXQGPLQDXI(LV
inkubiert. Die Transformation erfolgte für 90 s bei 42°C im Wasserbad. Anschließend wurden 
die Zellen für 2 min auf Eis heruntergekühlt, mit 1 ml SOC- oder LB-Medium verdünnt und 1 
K EHL & LQNXELHUW 'DQDFK ZXUGHQ MHZHLOV  O GHU =HOOHQ DXI /%-AMP-Platten 









Zunächst wurden 5 ml LB-AMP-Medium mit einer Einzelkolonie transfizierter Bakterien 
angeimpft und über Nacht bei 37°C geschüttelt. Die anschließende Plasmidreinigung erfolgte 
nach Angaben des Herstellers (Qiagen). Dazu wurden 2 – 3 ml der Übernachtkultur für 5 min 
bei 6000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen wurden in 250 O
3XIIHU3UHVXVSHQGLHUW'XUFK=XJDEHYRQ O3XIIHU3ZXUGHQGLH=HOOHQIür 5 min bei 
5DXPWHPSHUDWXU O\VLHUW 'DQQ ZXUGHQ  O 3XIIHU 3 ]XJHJHEHQ XQG  PLQ DXI (LV
inkubiert. Anschließend wurde bei Raumtemperatur für 10 min bei 11000 rpm zentrifugiert. 
Der Überstand wurde direkt auf eine Qiagen-Säule gegeben und 30 s bei 11000 rpm 
zentrifugiert. Die Säule wurde zweimal mit 500 O:DVFKSXIIHUGHV3ODVPLG-Extraktions-Kits 
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JHZDVFKHQ XQGPLW  O VWHULOHP:DVVHU Iür 30 s bei 11000 rpm eluiert. Reinigung und 





Die Midipräparation diente zur Isolierung größerer Plasmidmengen. Die Zellen der 
Übernachtkultur (25 ml) wurden für 15 min bei 6000 rpm zentrifugiert und in 4 ml Puffer P1 
resuspendiert. Anschließend wurde das gleiche Volumen an Puffer P2 zugegeben und 5 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 4 ml Puffer P3 zugegeben, für 10 min auf Eis 
inkubiert und bei 4°C für 30 min bei 11000 rpm zentrifugiert. Inzwischen wurde die Säule 
(Qiagen Tip 100) mit 5 ml Puffer QBT äquilibriert. Der klare Überstand wurde auf die Säule 
pipettiert. Danach wurde die Säule zweimal mit 10 ml Puffer QC gewaschen und mit 5 ml 
Puffer QF eluiert, wobei der Durchlauf mit 3,5 ml Isopropanol gemischt und für 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert wurde. Anschließend wurde bei 4°C für 30 min bei 13000 rpm 
zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 2 ml 70%igem kaltem Ethanol aufgenommen und bei 
4°C für 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Zum Schluss wurde das Sediment getrocknet und 





Bluttrypanosomen der mittleren logarithmischen Wachstumsphase (1 × 106 Zellen/ml) 
wurden bei Raumtemperatur für 10 min bei 3000 rpm abzentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und die Zellen in 1,2 ml komplettem Baltz-Medium resuspendiert. Dann wurden 
 O GHU =HOOVXVSHQVLRQPLW  O 3URWHLQDVH. PJPO XQG O 3XIIHU$/GHs 
DNA-Extraktions-Kits versetzt und für 10 min bei 56°C inkubiert. Nach Zugabe von 400 O
Ethanol wurde die Lösung kurz zentrifugiert und auf eine Silika-Qiagen-Säule gegeben. Die 
Säule wurde bei Raumtemperatur für 1 min bei 10000 rpm zentrifugiert und mit O3XIIHU
AW2 des DNA-Extraktions-Kits für 2 min bei 13000 rpm gewaschen. Anschließend wurde 
die Säule mit 100 OVWHULOHP:DVVHURGHU$(-Puffer des DNA-Extraktions-Kits eluiert.  Die 
DNA-Lösung wurde eingefroren und ihre Konzentration bestimmt. 
 





Ein Volumenteil DNA-Lösung wurde mit einem Volumenteil Phenol-Chloroform-Lösung für 
2 min gemischt. Nach Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit bei Raumtemperatur 
wurde die obere Phase abpipettiert und in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Es wurden 
zwei Volumenteile 100%iges Ethanol zugegeben und für 1 h bei –20°C inkubiert. 
Anschließend wurde für 10 min bei 10000 rpm zentrifugiert und das Pellet mit 70%igem 






Zur weiteren Reinigung von DNA wurde eine Ethanol-Fällung durchgeführt. Zu der DNA-
Lösung wurden 1/10 Volumenteil 3 M Natriumacetat-Lösung (pH 4,8) und 2,5 Volumenteile 
100%iges Ethanol gegeben und für 1 h bei –70°C inkubiert. Danach wurde bei 4°C für 20 min 
bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde bei Raumtemperatur mit 70%igem Ethanol 





Die Methode basiert auf der Isolierung von DNA mittels der Anionenaustausch-
Chromatographie der Firma Qiagen. =X O3&5-5HDNWLRQVDQVDW]ZXUGHQ O3XIIHUPB 
des Qiaquick PCR-Purification Kits pipettiert und die Mischung wurde auf eine Qiagen-
Minisäule gegeben. Dann wurde bei Raumtemperatur für 30 s bei 13000 rpm zentrifugiert. Es 
wurde HLQPDOPLW O3XIIer PE des Qiaquick PCR Purification Kits für 30 s bei 13000 
rpm gewaschen. Die Elution der DNA erfolgte mit 10 – OVWHULOHPWasser oder TE-Puffer 
durch Zentrifugation. Die DNA wurde sofort weiter verwendet oder bei –20°C gelagert. 
 





Bluttrypanosomen (1 × 108 Zellen) der mittleren logarithmischen Wachstumsphase (1 × 106 
Zellen/ml) wurden bei 4°C für 10 min bei 3000 rpm abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 
 O /\VH-Puffer RLT des RNA-Extraktions-Kits aufgenommen und mehrmals 
resuspendiert. Anschließend wurde die gleiche Menge 70%iges Ethanol zum Homogenat 
gegeben. Nach gründlichem Mischen wurde die Lösung auf eine kleine Qiagen-Säule 
aufgetragen. Die Säule wurde bei Raumtemperatur für 17 s bei 10000 rpm zentrifugiert und 
]ZHLPDOPLW O3XIIHU5:GHV51$-Extraktions-Kits bei Raumtemperatur für 15 s bei 
USPJHZDVFKHQ'LH(OXWLRQHUIROJWHPLW O'(3&-Wasser bei Raumtemperatur für 






Zur Bestimmung der Konzentration von Oligonukleotiden, dsDNA, ssDNA und RNA wurde 
die OD bei 260 nm ermittelt. Dazu wurde die Nukleinsäurelösung 1:10 verdünnt  O GHU
Verdünnung wurden in eine Mikroküvette pipettiert und direkt im GENQuant-Photometer 
(Pharmacia) gemessen. Dabei entspricht eine OD260 YRQ  HLQHU .RQ]HQWUDWLRQ YRQ  J







Zur Vervielfältigung von bestimmten DNA-Abschnitten mittels PCR wurden in einem 
*HVDPWYROXPHQ YRQ  O GLH 0DWUL]HQ-DNA (1–50 ng Plasmid-DNA bzw. 0,5– J
JHQRPLVFKH '1$  O 7DT-DNA-Polymerase-ReaktiRQVSXIIHU ;  O P0 G173-
Mix, je 1- OGHUEHLGHQ3ULPHUSPRO O7DT-3RO\PHUDVH8 OXQGVWHULOHV+2O 
gemischt und kurz zentrifugiert. Die PCR wurde in einem Eppendorf-PCR-Gerät unter den 
folgenden Bedingungen durchgeführt: Zunächst wurde die DNA für 5 min bei 94°C 
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aufgeschmolzen. Es folgten 35 Zyklen, in denen das Aufschmelzen der DNA (1 min, 94°C), 
das Hybridisieren der Primer (1 min, variable Temperatur) und die Polymerisation (1,5 min, 
72°C) wiederholt wurden. Im Anschluss an den letzten Zyklus erfolgte eine 7-minütige 
Polymerisation bei 72°C. Die Auswertung erfolgte nach Agarose-Elektrophorese mit jeweils 





Die RT-PCR ist eine zweistufige Reaktion und ermöglicht die effiziente Einzelstrang-cDNA-
Synthese ausgehend von RNA mit Hilfe der rekombinanten Moloney-Murine Leukemia 
Virus-Reversen Transkriptase (M-MuLV-RT). Für diese reverse Transkription werden zwei 
Primer verwendet. Der pdT12-18(N) Primer bindet nur am Anfang des Poly(A)-Schwanzes der 
mRNA und nicht an internen A-reichen Regionen, wodurch unvollständige Transkripte 
verhindert werden. Der zweite Primer ist ein zufälliges Nonamer (pdN6) und wird als Joker 
verwendet. Die einzelsträngige cDNA kann anschließend direkt in die PCR-Amplifikation mit 
Gen-spezifischen Primern eingesetzt werden. 
Für die Durchführung der RT-PCR wurden 20 ng Gesamt-RNA mit DEPC-Wasser auf ein 
*HVDPWYROXPHQYRQ OYHUGünnt und für 5 min bei 70°C denaturiert. Danach wurde das 
5HDNWLRQVJHPLVFKDXI(LVJHVWHOOWXQG OGHU*HQ-spezifischen Primer sowie eine RT-PCR-
Perle (Pharmacia) zugegeben. Die reverse Trankription erfolgte bei 42°C für 25 min. Nach 
einer Inkubation auf Eis für 1 min wurde die PCR durchgeführt. Die Bedingungen waren wie 
folgt: initiale Denaturierung für 5 min bei 94°C, dann 30 Zyklen Denaturierung für 1 min bei 
94°C, Hybridisierung der Primer für 1 min bei 65°C und Polymerisation für 1,5 min bei 72°C, 





Die PCR-Mutagenese ist eine Variante der normalen PCR und dient zur Deletion von 
Sequenzbereichen in doppelsträngigen DNA-Matrizen. Sie basiert auf der Neusynthese des 
Konstrukts mit glatten Enden und aufgrund gegenläufigen Primer der PCR wird der Bereich 
zwischen den 5 -´Enden beider Primer deletiert. Mit Hilfe der Ligasereaktion entsteht 
schließlich ein doppelsträngiges Konstrukt mit einer Deletion innerhalb der Sequenz. 





Die Hydrolyse von Plasmid-DNA erfolgte mit Restriktionsendonukleasen des Typs II. Diese 
Enzyme erkennen eine spezifische Palindromsequenz von 4 – 6 bp Länge im DNA-
Doppelstrang und spalten Phosphodiesterbindungen innerhalb dieser Erkennungssequenz, 
wobei an der Schnittstelle jeweils 5’ -phosphorylierte und 3’ OH Enden entstehen. Jede 
Restriktionshydrolyse von DNA wurde mit dem gewünschten Enzym im entsprechenden 
Reaktionspuffer und bei der empfohlenen Temperatur durchgeführt. Für Kontrollrestriktionen 
wurden 2 –8SUR J'1$XQGIür präparative Ansätze ein Überschuss von 4 –8SUR J
DNA eingesetzt. Die Restriktion wurde in einem Volumen von 20 – OGXUFKJHIührt. Nach 







Die nach der Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen gespalten DNA-Fragmente weisen oft 
unterschiedliche Enden auf, was für die Ligation fatale Folgen haben kann. Um die Ligation 
solcher DNA-Fragmente zu ermöglichen, müssen diese entsprechend modifiziert werden. Mit 
Hilfe von DNA-Polymerasen, die gleichzeitig eine 5’ >3’ -Polymeraseaktivität und eine 3’ >5’ -
Exonukleaseaktivität besitzen, wurden solche Modifikationen durchgeführt. 
 
$XIIOOHQYRQ¶hEHUKDQJVHQGHQ)LOOLQ Ein Verdau mit dem Restriktionsenzym (FRRI 
erzeugt das 5’ -Überhangsende TTAA. Um ein glattes Ende zu erzeugen wurde dieses 5’ -
Überhangsende mit Hilfe der Klenow-Polymerase und Desoxynukleotiden aufgefüllt. Die 
Durchführung erfolgte nach Angaben des Herstellers (Stratagene). Zu 1,5 J'1$ZXUGHQ
 O;)LOO-in-Puffer des Fill-In-.LWVMH OP0G773XQGG$73VRZLH O.OHQRZ-
3RO\PHUDVH 8 O JHJHEHQ XQG HVZXUGHPLW:DVVHU DXI  O DXIJHIüllt. Nach kurzer 
Zentrifugation wurde das Reaktionsgemisch für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur 
Minimierung von DNA-Verlusten bei der weiteren Analyse wurde das Reaktionsgemisch mit 
 O 67(-Puffer (1X) aufgefüllt. Anschließend wurde die DNA mit Phenol-Chloroform-
Lösung extrahiert. 
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,QVHUW3KRVSKRU\OLHUXQJ Zu den zu klonierenden PCR-3URGXNWHQZXUGHQ  O /LJDVH-
3XIIHU ;  O  P0$73  O 7-Kinase pipettiert und es wurde mit sterilem 
:DVVHUDXI ODXIJHIüllt. Danach wurde das Reaktionsgemisch 1 h bei 37°C inkubiert und 
anschließend 10 min bei 65°C, um die T4-Kinase zu denaturieren. Die DNA wurde mit 
Ethanol gefällt, getrocknet und in TE-Puffer aufgenommen. 
 
'HSKRVSKRU\OLHUXQJ YRQ9HNWRU)UDJPHQWHQ Um die Religation von DNA-Fragmenten 
nach dem Verdau mit Restriktionsenzymen bei der Ligation zu verhindern, wurden die 
terminalen Phosphatgruppen von Vektor-Fragmenten mit der intestinalen Phosphatase vom 
Kalb abgespalten. =X  O 5HDNWLRQVDQVDW] PLW  QJ 9HNWRU ZXUGHQ  O LQWHVWLQDOH
3KRVSKDWDVH YRP .DOE  8 O SLSHWWLHUW XQG HV ZXUGH PLW VWHULOHP:DVVHU DXI  O
aufgefüllt und für 1 h bei 37°C inkubiert. Anschließlich wurde das Reaktionsgemisch auf eine 
Microcon-Säule (Millipore) gegeben und für 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach 
wurde die Säule bei Raumtemperatur für 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die DNA wurde 





0HWKRGHZu 0,2 pmol Vektor wurdenSPRO,QVHUW OP0$73 O/LJDVH
 O;/LJDVHSXIIHUGHV/LJDWLRQVNLWVSLSHWWLHUWXQGHVZXUGHPLWVWHULOHP:DVVHUDXI
O DXIJHIüllt. Das Reaktionsgemisch wurde für 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Ligation von DNA-Fragmenten mit glatten Enden erfolgte über Nacht bei 16°C im 
Wasserbad. Für jede Ligation wurde eine negative Kontrolle ohne Insert mit Vektor 
mitgeführt, um die spontane Religation des Vektors auszuschließen. 
 
0HWKRGH Zu einer Ready to Go Ligase-Perle (Amersham) wurden 0,2 pmol Vektor und 0,6 
pmol Insert pipettiert, es wurde mit sterilem Wasser auf 20 ODXIJHIüllt und gut gemischt. 
Das Reaktionsgemisch wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, kurz zentrifugiert, und 
dann 1 – 3 h bei 16°C im Wasserbad inkubiert. 
 





Zur Auftrennung von DNA in der Agarosegel–Elektrophorese wurde ein Teil DNA-haltige 
Lösung mit fünf Teilen DNA-Probenpuffer gemischt. Die Elektrophorese des Agarosegels (1 
– 2%) erfolgte für 1 h bei 100 V mit 1X TAE-Puffer als Laufpuffer. Die Gele wurden mit 





0HWKRGH Nach der Ethidiumbromidfärbung des Agarosegels wurde die betreffende 
Bande mit einem Skalpell ausgeschnitten und gewogen. Es wurden 3 Volumenteile QG-
Puffer des QIAquick Gel Extraction Kits zugegeben und für 10 – 15 min bei 50°C inkubiert. 
Dann wurde ein Volumenteil Isopropanol hinzugegeben, die Lösung sofort auf die Glasmilch-
Qiagen-Säule pipettiert und bei Raumtemperatur für 30 s bei 13000 rpm zentrifugiert. Nach 
dem Waschen mit 750 µl Puffer PE des QIAquick Gel Extraction Kits erfolgte die Elution der 
Nukleinsäuren mit 10 –  O :DVVHU RGHU 7(-Puffer bei Raumtemperatur durch kurzes 
Zentrifugieren. 
 
0HWKRGH Diese Methode wurde von Sambrock HWDO (1989) beschrieben und verringert 
die DNA-Verluste, wie sie normalerweise bei der Reinigung mittels Ionenaustausch- oder 
Glasmilchsäulen auftreten. Die ausgeschnittene DNA-Bande wurde in einen zuvor gekochten 
Dialyse-Schlauch mit sterilem 1X TAE-Puffer gegeben. Anschließend wurde der Dialyse-
Schlauch in eine Elektrophoresekammer gelegt und die DNA aus der Agarosematrix bei 80 V 
für 10 min extrahiert. Danach wurde die Lösung in ein Reaktionsgefäß pipettiert und die DNA 
mit Ethanol gefällt. Die präzipitierte DNA wurde in 10 – O:DVVHUDXIJHQRPPHQ 
 







%&$0HWKRGH Diese Methode leitet sich von der Biuret-Reaktion ab, bei der 
Peptidbindungen, Cystein, Cystin, Tryptophan und Tyrosin unter alkalischen Bedingungen 
Cu2+ zu Cu1+ reduzieren. Kupfer(I)-Ionen bilden mit Bicinchoninsäure einen Komplex, der 
Licht der Wellenlänge 562 nm absorbiert und so photometrisch gemessen werden kann. Die 
Durchführung erfolgte nach Angaben des Herstellers (Pierce). Zunächst wurde eine 
Arbeitslösung hergestellt, indem die beiden Reagenzlösungen A und B im Verhältnis 1:50 
gemischt wurden. Zu 50 O 3URWHLQOösung wurde 1 ml der Arbeitslösung gegeben und bei 
37°C für 30 min inkubiert. Mit Rinderserumalbumin (0,1 – 0,9 mg Protein/ml) wurde eine 
Eichgerade erstellt. Die Absorption wurde bei 562 nm gemessen und gegen den Nullwert 
abgeglichen, der nur mit Puffer bestimmt wurde. Die Messungen wurden in 
Polystyrolküvetten mit einem Beckmann DU 6000 Spektralphotometer durchgeführt. 
 
%UDGIRUG0HWKRGH Die Bradford-Methode basiert auf der Bestimmung der blauen Färbung, 
die beim Mischen von Proteinen mit Coomassie Brillant Blue R-250 entsteht. Dabei ist die 
blaue Färbung proportional zur Proteinmenge in einer Probe. Durch Bestimmung der 
Absorption bei 595 nm und durch den Vergleich mit einer Eichgeraden wird die 
Proteinmenge ermittelt. Die Durchführung erfolgte nach Angabe des Herstellers (BIORAD). 
 
2' 
	 0HWKRGH Zur Abschätzung der Proteinmenge wurde die OD bei 280 nm 
bestimmt. Diese Methode beruht auf der Absorption von aromatischen Aminosäuren bei 280 
nm. Es wurde näherungsweise angenommen, dass ein OD280 von 1 einer Proteinkonzentration 





Die Konzentrierung von Proteinlösungen erfolgte mit Zentrifugen-Filtereinheiten (Centricon). 
Durch schonendes Zentrifugieren wird das niedermolekulare Lösungsmittel durch die 
Membran hindurch getrieben, während die großen Proteinmoleküle diese nicht passieren 
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können. Konzentrierung und Umpuffern können parallel mit diesen Zentrifugen-
Filtereinheiten durchgeführt werden. Die konzentrierte Proteinlösung wurde aus der 






Bluttrypanosomen wurden bei 4°C für 10 min bei 3000 rpm abzentrifugiert und das Zellpellet 
wurde in 2 ml SB-Medium resuspendiert. Nach Bestimmung der Zelldichte wurden 5 × 107 
Zellen mit SB-Medium auf 1 ml verdünnt und erneut abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 
1 ml Lyse-Puffer aufgenommen und Protease-,QKLELWRUHQ 07/&. M PMSF, 10 
0/HXSHSWLQ 0( 03HSVWDWLQZXUGHQKLQ]XJHIügt. Die Zellsuspension wurde 
kurz gemischt und für 4 h auf Eis inkubiert. Danach wurden 100 OLJHV6'6]XJHJHEHQ
=XP6FKOXVVZXUGHQ O=HOOO\VDWHPLW O;3UREHQSXIIHUYHUGünnt und für 3 min 





Bluttrypanosomen der mittleren logarithmischen Wachstumsphase (2 × 106 Zellen/ml) 
wurden bei 4°C für 10 min bei 3000 rpm abzentrifugiert und das Zellpellet wurde 
anschließend in 1 ml SB-Medium resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden 1 × 
108 Zellen mit SB-Medium auf 1 ml verdünnt. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von 
 OLJHP7ULWRQ;-100 und Protease-,QKLELWRUHQ 07/&. 0306)
0 /HXSHSWLQ  0 (  0 3HSVWDWLQ Iür 1 h auf Eis. Danach wurde das Zelllysat 
fünfmal für 5 min mit Ultraschall behandelt, wobei zwischendurch gemixt wurde. Es folgte 
eine Ultrazentrifugation für 1 h bei 114.000 J (Beckman L8-70, 70.1 Ti-Rotor, 40000 rpm). 
Zum Überstand wurden 60 O5LQGHU-Holotransferrin-Sepharose-Perlen gegeben und für 5 h 
bei 4°C rotiert. Nach Zentrifugation wurde der Überstand vorsichtig abpipettiert und die 
Sepharose-Perlen mit 1 ml PBS, 0,2% Triton X-100 fünfmal gewaschen, wobei zwischen den 
einzelnen Waschschritten jedesmal für 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert wurde. Zum Schluss 
wurden die Sepharose-PHUOHQLQ O;3UREHQSXIIHUIür 5 min gekocht. 





Die Aufreinigung einer 7 EUXFHL-NMP-Kinase mit einer N-terminalen His6-Sequenz aus 
transformierten ( FROL Zellen erfolgte durch Affinitätschromatographie an einer Ni-NTA-
Säule. Dieses Reinigungsverfahren basiert auf der Interaktion der 6 Histidinreste mit Ni2+-
Ionen, die an der NTA–Matrix gebunden sind. Gebundene Proteine können mit Imidazol in 
steigender Konzentration eluiert werden. 
Eine 250 ml Übernachtkultur der transformierten ( FROL Zellen wurde mit 1 l LB-AMP-
Medium verdünnt und bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Beim Erreichen einer OD550 von 
 ZXUGHQ GLH =HOOHQ PLW  JPO ,37* Iür 5 h bei 37°C induziert oder über Nacht 
geschüttelt. Danach wurde die Kultur für 15 min bei 6000 rpm zentrifugiert und das Zellpellet 
in 10 ml 1X Ultraschall-Puffer aufgenommen. Nach Zugabe von DNaseI (0,01 mg/ml), 
Lysozym (0,2 mg/ml) und Protease-Inhibitoren (10 µM PMSF, 150 nM Pepstatin, 40 nM 
Cystatin) wurde die Zellsuspension auf Eis für 30 min inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen durch Ultraschall aufgeschlossen und bei 4°C für 30 min bei 11000 rpm zentrifugiert. 
Der Überstand wurde auf eine Ni-NTA-Säule aufgetragen. Nach dem Waschen mit 1X 
Ultraschall-Puffer erfolgte die Elution der gebundenen Proteine mit zunehmender 
Konzentration an Imidazol. Es wurden 2 ml Fraktionen gesammelt, die in der SDS-PAGE auf 





Zur Trennung von Proteinen in der SDS-Polyacrylamidelektrophorese (SDS-PAGE) wurden 
pro Bahn bis zu 100 ng gereinigte Proteine bzw. bis zX  J =HOOO\VDW DXIJHWUDJHQ 'LH
Elektrophorese wurde in einer Biorad-Apparatur bei 200 V für 45 min durchgeführt. Nach der 
Elektrophorese wurden die Gele entweder in Coomassie-Färbelösung für 30 min gefärbt und 
anschließend mit mehrmaligem Wechsel in Coomassie-Entfärberlösung wieder entfärbt oder 
direkt für die Immunoblot-Analyse verwendet. 
 







Immunoblots wurden nach der Semidry-Methode durchgeführt. Dazu wurden die SDS-Gele 
zunächst in Kathodenpuffer äquilibriert. Zum Aufbau des Semidry-Blots wurden 5 in 
Kathodenpuffer getränkte Whatmann-Papiere aufeinander gestapelt, dann wurde das Gel 
darauf gelegt, anschließend die mit Methanol benetzte und in Anodenpuffer II getränkte 
PVDF-Membran und zuletzt 2 in Anodenpuffer II und 3 in Anodenpuffer I getränkte 
Whatmann-Papiere. Der Transfer der Proteine erfolgte mit Graphitelektroden für 55 min bei 
41 mA. Nach dem Transfer wurde die Membran zur reversiblen Färbung der Proteine in 
0,1%iger Ponceau-Lösung für 1 min inkubiert und mit 1%iger Essigsäure entfärbt. Es folgten 
weitere Waschschritte mit Wasser zur Entfernung der Ponceau-Lösung und der Essigsäure 
und die Membran wurde zur Absättigung freier Bindungsstellen mit Blockierungspuffer über 
Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Membran dreimal für 5 min mit TBST-Puffer 
gewaschen und mit dem ersten Antikörper verdünnt in 10 ml Inkubationspuffer (1:1000) unter 
Schütteln für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen für jeweils 5 
min mit TBST-Puffer erfolgte die Inkubation mit dem zweiten Antikörper verdünnt in 10 ml 
Inkubationspuffer (1:5000) für 1 h bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen mit TBST-
Puffer wurde die Immunfärbung mit einem ECL-Kit im Dunkelraum durchgeführt. Dazu 
wurde 1 ml der Detektionslösung 1 mit 25 O'HWHNWLRQVOösung 2 gemischt. Diese Lösung 
wurde auf die Membran pipettiert, die auf einer Plastikfolie lag. Nachdem die Membran in die 
Plastikfolie eingepackt worden war, wurde ein Röntgenfilm für 20 s bis 10 min aufgelegt. Die 





Zur Eliminierung von Kreuzreaktionen wurden Antikörper affinitätsgereinigt. Dazu wurden 
zunächst 50 J $QWLJHQ LQ HLQHP SUäparativen SDS-Gel aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran übertragen. Die Membran wurde mit 0,1%iger Ponceau-Lösung gefärbt, mit 1%iger 
Essigsäure entfärbt und die betreffenden Proteinbanden wurden ausgeschnitten und 
zerschnipselt. Die Membranschnipsel wurden in 2 ml PBS/5% Milchpulver-Lösung für 1 
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bei Raumtemperatur blockiert. Anschließend wurde dreimal für 5 min mit 2 ml PBS 
gewaschen. Es wurden 50 –  O $QWLVHUXP YHUGünnt in 1,5 ml PBS/5 % Milchpulver-
Lösung zugegeben und 1 h unter Schütteln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurde mit 
1 ml 0,1 M Glycin, pH 2,5 für 5 min unter Schütteln im Kühlraum eluiert. Danach wurde die 
Lösung abpipettiert und mit 100 O  0 7ULV S+   PJPO %6$ QHXWUDOLVLHUW 'LH
neutralisierte Lösung wurde entweder für die Immunoblot-Analyse als gereinigter Antikörper 
direkt eingesetzt oder bei –20°C gelagert. Die Membranstückchen wurden gewaschen und in 
2 ml PBS/0,1% NaN3 im Kühlschrank gelagert. 
 







Die Bestimmung des Enzymgehalts einer Lösung kann durch Messung der Enzymaktivität 
erfolgen. Dabei wird der vom Enzym katalysierte Substratumsatz pro Zeiteinheit ermittelt. 
Die Enzymmenge, die unter Standardbedingungen (25°C, pH-Optimum, Substratsättigung) 
GHQ8PVDW]YRQ PRO6XEVWUDWSURPLQNDWDOysiert, ist definitionsgemäß eine internationale 
Einheit oder Unit (1 U). 
Der Enzymtest zur Bestimmung der Aktivität der Adenylatkinase ist ein gekoppelter Test, bei 
dem letztlich die Oxidation von NADH gemessen wird (siehe Reaktionsgleichungen 1 – 3). 
Das durch die Katalyse der Adenylatkinase (AK) gebildete ADP kann zur Bildung von 
Pyruvat (Pyr) aus Phosphoenolpyruvat (PEP) unter Wirkung der Pyruvatkinase (PK) 
verwendet werden. Mit Hilfe des gebildeten Pyruvats und der Lactat-Dehydrogenase (LDH) 
kann schließlich unter Bildung von Lactat (Lac) NADH zu NAD+ oxidiert werden. 
Letztendlich wird die Absorptionsabnahme von NADH bei 340 nm gemessen, die 
proportional zur Bildung von ADP durch die Adenylatkinase ist. 
 
 $.
(1) ATP + AMP ←→ 2 ADP 
 
 3.
(2) ADP + PEP → Pyr + ATP 
 
 /'+
(3) Pyr + NADH + H+ ←→ Lac + NAD+ 
 
Zur Berechnung der Enzymaktivität wurde das Lambert-Beer’ sche Gesetz angewendet, das 
die Abhängigkeit der Absorption A von der Konzentration c, der absorbierenden Schichtdicke 
d und des substanz- und wellenlängenspezifischen millimolaren Absorptionskoeffizienten 
beschreibt. Somit ergibt sich die Volumenaktivität einer Adenylatkinase-Lösung aus der 
Absorptionsänderung $SUR=HLWHLQKHLW WXQWHU%HUücksichtigung des Testvolumens V, des 
eingesetzten Volumens der Enzymlösung Vi und des Vorverdünnungsfaktors F nach 
folgender Gleichung: 
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(4) 9ROXPHQDNWLYLWlW  $u9u)^HuGuWu9  `>8PO@ 
 
Die Durchführung des Enzymtests erfolgte unter den in Tabelle 10 aufgeführten 
Bedingungen. Als Standardpuffer wurde 100 mM Triethanolamin, pH 7,6 (mit HCl), 90 mM 
KCl, 1,5 mM MgCl2 verwendet. Die Reaktion wurde durch Zugabe von AMP gestartet und es 











Puffer - - 920 – x l 
NADH 10 mM 200 M 20 l 
PEP 20 mM 400 M 20 l 
ATP 80 mM 800 M 10 l 
AMP 100 mM 2,3 mM  O 
LDH 5000 U/ml 10 U/ml  O 
PK 2000 U/ml 10 U/ml  O 
AK - - 1 – O [ O 
 





Zur Bestimmung der optimalen Messbedingungen für die rekombinante 7 EUXFHL-NMP-
Kinase wurde die Enzymaktivität in zwei verschiedenen Pufferssytemen gemessen. Beim 
ersten Puffersystem handelte es sich um 100 mM Triethanolamin, beim zweiten um 100 mM 
Tricin. Beide Puffersysteme enthielten noch 1,4 mM MgCl2 und 60 – 310 mM KCl. 
Gleichzeitig wurden verschiedene pH-Werte (5,0 – 8,5) der Puffer getestet. 
 
 
 %HVWLPPXQJ GHU 6XEVWUDWVSH]LILWlW GHU UHNRPELQDWHQ 7 EUXFHL103
.LQDVH
 
NMP-Kinasen können außer AMP und ATP auch andere Nukleosidmonophosphate wie 
CMP, IMP, GMP und UMP und andere Nukleosidtriphosphate wie CTP, ITP, GTP und UTP 
umsetzen. Zur Bestimmung der Substratspezifität der rekombinanten 7EUXFHL-NMP-Kinase 
wurde die Enzymaktivität unter Standardmessbedingungen (Raumtemperatur, Puffer: 100 
mM Triethanolamin, 90 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, pH 7,6) mit 0,8 mM NTP/ATP und 2,3 
mM AMP/NMP bei einer Enzymkonzentration von 1,26 0EHVWLPPW 
 
 
 %HVWLPPXQJGHU.  :HUWHGHUUHNRPELQDWHQ7EUXFHL103.LQDVH
 
Da NTP und NMP Substrate für NMP-Kinasen sind, wurden für beide Substrate Km-Werte für 
die rekombinante 7 EUXFHL-NMP-Kinase bestimmt. Bei der Durchführung der Km-Wert-
Bestimmung wurde die Konzentration des einen Substrats variiert während die des anderen 
Substrats konstant gehalten wurde. Als Messpuffer wurde 100 mM Triethanolamin, pH 7,6 
verwendet.  Die Km-Werte wurden mit Hilfe des Lineweaver-Burk-Plots ermittelt. 
 





Zur Hemmung der Aktivität der 7EUXFHL-NMP-Kinase wurde der Nukleosidmonophosphat-
Kinase Inhibitor Diadenosinpentaphosphat (AP5A) verwendet. Zur Bestimmung der 
Hemmung wurde die Aktivität der 7 EUXFHL-NMP-Kinase in Gegenwart unterschiedlicher 
Mengen AP5A bestimmt. Aus den gewonnenen Daten wurde der IC50-Wert ermittelt. Der 
IC50-Wert ist die Inhibitorkonzentration, bei der die Enzymaktivität 50% der normalen 





Zur Kristallisation von Proteinen sind einige Parameter entscheidend wie z. B. das Erreichen 
des Übersättigungszustandes. Die Kristallisation geschieht im allgemeinen unter schonendem 
Entzug der Hydrathülle durch Zugabe eines Fällungsmittels. Als Fällungsmitteln können 
Polyethylenglykole (PEGs) verschiedener Molekulargewichtsklassen, Salze und organische 
Lösungsmittel verwendet werden. Die Kristallisation von Proteinen erfolgt nach dem 
Dampfdiffusionsprinzip in der sogennanten +DQJLQJ'URS-Methode, bei der auf einem 
Deckglas die Proteinlösung mit dem Fällungsmittel gemischt (z.B. 2 O OXQGKängend 
gegen ein Reservoir höherer Fällungsmittelkonzentration (z.B. 200 O +22   O
Fällungmittel) äquilibriert wird. Für die Kristallisationsversuche mit der rekombinanten 7
EUXFHL-NMP-Kinase wurde ein kommerzieller Kristallisations-Kit verwendet. Nach Wochen 
konnten Proteinkristalle mikroskopisch nachgewiesen werden. 








Blutformen von 7EUXFHL versorgen sich mit Eisen, indem sie das Serumprotein Transferrin 
ihres Wirtes durch rezeptor-vermittelte Endozytose aufnehmen (Coppens HWDO, 1987; Schell 
HWDO, 1991; Steverding, 1998). In der Flagellartasche, der einzige Bereich der Zelloberfläche 
der Trypanosomen auf dem Endo- und Exozytoseprozesse stattfinden (Balber, 1990; Webster 
& Russell, 1993; Overath HW DO, 1994), wird das Transferrin vom trypanosomalen 
Transferrinrezeptor gebunden (Steverding, 2000). Der trypanosomale Transferrinrezeptor ist 
ein heterodimerer Proteinkomplex, der von zwei Expressionsstellen-assoziierten Genen, 
(6$* und (6$*, kodiert wird (Chaudhri HWDO, 1994; Ligtenberg HWDO, 1994; Salmon HW
DO, 1994; Steverding HWDO, 1994, 1995). Die beiden Gene liegen stromaufwärts des variablen 
Oberflächenglykoproteingens (96*) in einer polycistronischen Transkriptionseinheit (Cully HW
DO, 1985; Johnson HWDO, 1987; Kooter HWDO, 1987; Pays HWDO, 1989). Unter Eisenmangel ist 
die Transferrinaufnahmerate und die Menge an Transferrinrezeptor in Blutformen von 7
EUXFHL um den Faktor 3 erhöht (Fast HWDO, 1999). In diesem Teil der Arbeit sollte die Rolle 
der 5’ -nichttranslatierten Region (5’ -UTR) der (6$* und (6$*-mRNA bei der 
eisenabhängigen Regulation des Transferrinrezeptors unter Verwendung eines Reporter-Gens 
untersucht werden. Die 5’ -UTRs von (6$* und (6$* besitzen eine ähnliche VWHPORRS-
Struktur (Abb. 9). Um zu überprüfen, ob diese VWHPORRS-Struktur eine Funktion als LURQ
UHVSRQVLYHHOHPHQW in der eisenabhängigen Regulation des Transferrinrezeptors hat, sollte das 
(6$* der aktiven Expressionsstelle gegen das 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen (137) 
durch homologe Rekombination ausgetauscht werden. 
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$EE6HNXQGlUVWUXNWXUHQGHU¶QLFKWWUDQVODWLHUWHQ5HJLRQ¶875GHU(6$*$XQG(6$*%P51$Nukleotide der PLQLH[RQ-Sequenz sind fett wiedergegeben. 







Zur Herstellung der 7EUXFHL HVDJ137 Blutform-Mutanten ( HVDJ137-Zellen) sollte 
das Plasmid pHD599 (Ansorge HWDO, 1999) verwendet werden. Dieses Plasmid enthält das 
1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gens (137), das Zellen eine Resistenz gegenüber dem 
Antibiotikum G418 (Neomycin) verleiht. Darüber hinaus wird das 1HRP\FLQ
3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen von zwei Sequenzen flankiert, die homolog zu der 5 -´UTR (257 bp) 
und der 3 -´UTR (564 bp) des (6$* sind. Nach Transformation von ( FROL-Zellen und 
Selektion der Bakterien mit Ampicillin wurde das Plasmid isoliert und mittels 
Restriktionsanalyse überprüft. Ausgehend von der Restriktionskarte wurde das Plasmid mit 
den Restriktionsenzymen %DPHI, (FRRI, (FRRV, +LQdIII und ;KRI gespalten. Nach der 
Agarosegelelektrophorese erhielt man die erwarteten DNA-Fragmente erhalten (Abb. 10). Der 
Verdau mit +LQdIII sollte zwei Fragmente von 254 bp und 4473 bp liefern (Abb. 10, Bahn 3). 
Allerdings konnte das 254 bp-Fragment nicht dargestellt werden, da ein 1%iges Agarosegel 
verwendet wurde. Beim gleichzeitigen Verdau mit (FRRI und (FRRV erhielt man die 
erwarteten Fragmente von 1000 bp und 3700 bp erhalten (Abb. 10, Bahn 4). Die Hydrolyse 
mit %DPHI und ;KRI lieferte die erwarteten Fragmente von 576 bp und 4150 bp (Abb. 10, 
Bahn 5). Die Restriktionsanalyse bestätigt somit die Korrektheit des Plasmids pHD599. 




















$EE5HVWULNWLRQVDQDO\VH]XU.RQWUROOHGHV3ODVPLGVS+'. Bahn 1, DNA-Marker; 
Bahn 2, unverdautes pHD599 Plasmid; Bahn 3, pHD599 gespalten mit +LQdIII; Bahn 4, 













Zur Herstellung von HVDJ137-Zellen sollten das (6$* der aktiven Expressionsstelle 
durch homologe Rekombination unter Verwendung des 6DFI-;KRI-Fragments des Plasmids 
pHD599 gegen das 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen ausgetauscht werden (Abb. 11). Nach 
(OHNWURSRUDWLRQYRQ7&%OXWWU\SDQRVRPHQPLW JOLQHDULVLHUWHP6DFI-;KRI-Fragment 
ESHUIROJWHQDFKKGLH6HOHNWLRQPLW JPO1HRP\FLQ/L	*RWWHVGLHQHU
Weniger als 10% der Zellen überlebten die Transfektion. Folglich war die Ausbeute an 
rekombinanten Zellen entsprechend gering. Positive Klone wurden erst nach 7 Tagen 
Inkubation selektiert. Zur weiteren Analyse der Klone wurden die Zellen in frischem Medium 
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Zu den ersten Untersuchungen der HVDJ137-Zellen gehörte der Nachweis der Integration 
des 6DFI-;KRI-Fragmentes in das Genom der Zellen. Um zu zeigen, dass auch tatsächlich das 
(6$* der aktiven Expressionsstelle deletiert worden war, musste die Synthese des 
Transferrinrezeptors bestimmt werden. Da die Deletion des (6$* der aktiven 
Expressionsstelle einen Einfluss auf das Wachstum der Zellen haben könnte war es auch 
notwendig, zunächst das Wachstum der HVDJ137-Zellen im Vergleich zu TC221 
Wildtyp-Zellen zu untersuchen. Schlussendlich war aber die Untersuchung zur 
eisenabhängigen Regulation der Neomycin-Phosphotransferase entscheidend. 
 
 
 1DFKZHLV GHU ,QWHJUDWLRQ GHV 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH*HQV LQ
HVDJ137=HOOHQ
 
Zum Nachweis der Integration des 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gens in das Genom von 
HVDJ137-Zellen wurde eine PCR mit genomischer DNA und spezifischen 137-Primern 
durchgeführt (Abb. 12). Als Kontrollen dienten pHD599 Plasmid-DNA und genomische 
DNA aus TC221 Wildtyp-Zellen.  Ein PCR-Produkt von der erwarteten Größe von 787 bp 
wurde mit der DNA der HVDJ137-Zellen (Abb 12, Bahnen 1 – 3) und mit der Plasmid-
DNA (Abb. 12, Bahn 4) erhalten, aber nicht mit der DNA aus TC221 Wildtyp-Zellen (Abb. 
12, Bahn 5). Dieses Ergebnis zeigt die erfolgreiche Integration des 6DFI-;KRI-Fragmentes in 
das Genom von HVDJ137-Zellen. 



















$EE  3&5$QDO\VH ]XP(LQEDX GHV1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH 137*HQV LP
*HQRPYRQ HVDJ137=HOOHQBahn M: DNA-Marker; Bahnen 1 – 3: PCR-Produkt mit 
genomischer DNA aus drei verschiedenen HVDJ137-Zellen; Bahn 4: PCR-Produkt mit 
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Um zu überprüfen, ob in den HVDJ137-Zellen das (6$* der aktiven Expressionsstelle 
deletiert worden war, sollte die Menge an Transferrinrezeptor in den Zellen bestimmt werden. 
Da nur der heterodimere ESAG6-ESAG7-Komplex Transferrin bindet, sollte aus den 
HVDJ137-Zellen weniger Transferrinrezeptor mit Hilfe von Transferrin-Sepharose zu 
reinigen sein als aus TC221 Wildtyp-Zellen.  Nach Isolierung des Transferrinrezeptors aus 
Zelllysaten, wurde die Menge an ESAG6 und ESAG7 im Western-Blot überprüft (Abb 13). 
Im Vergleich zu den TC221 Wildtyp-Zellen, enthielten die HVDJ137-Zellen deutlich 
weniger ESAG6 und ESAG7. Die restliche Menge an Transferrinrezeptor ist auf eine 
schwache Transkription stiller Expressionsstellen zurückzuführen (Ansorge HW DO, 1999). 
Zusammen mit dem obigen Ergebnis zeigt dieser Befund, dass das (6$* der aktiven 
Expressionsstelle in den HVDJ137-Zellen gegen das 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen 















=HOOHQMit Hilfe von Transferrin-Sepharose wurde der Transferrinrezeptor aus jeweils 1 × 
108 Wildtyp-Zellen (Bahnen 1 und 2) und HVDJ137-Zellen (Bahnen 3 und 4) gereinigt 
und im Western-Blot mit anti-ESAG6/7 Antikörpern nachgewiesen. Bahn M: Protein-Marker; 
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TC221 Bluttrypansomen vermehren sich innerhalb von 24 h um das Zehnfache. Um zu 
untersuchen, ob die Deletion von (6$* eine Auswirkung auf das Wachstum von 
Bluttrypanosomen hatte, wurden HVDJ137-Zellen und TC221 Wildtyp-Zellen für 3 Tage 
kultiviert und deren Zelldichte regelmäßig bestimmt. Während die TC221 Wildtyp-Zellen 
sich nach 24 h verzehnfacht hatten und nach 48 h eine Zelldichte von 1 × 106 Zellen/ml 
erreichten, zeigten die HVDJ137-Zellen ein langsameres Wachstum und erreichten eine 
Zelldichte von 1 × 106 Zellen/ml erst nach 72 h Kultivierung (Abb. 14). Dieses Ergebnis steht 
in Überstimmung mit früheren Befunden (Ansorge HWDO, 1999; Kabiri & Steverding, 2000), 
wonach eine Deletion des (6$* der aktiven Expressionsstelle keine grundsätzlich, 








Trypanosomen wurden zu einer Dichte von 1 × 104 Zellen/ml in Medium eingesät und zu den 
angegebenen Zeiten wurde die Zelldichte mit einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Blaue 
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 1DFKZHLV GHU ([SUHVVLRQ GHU 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH LQ
HVDJ137=HOOHQ
 
Als Nächstes wurde untersucht, ob das 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen in den 
HVDJ137-Zellen exprimiert wurde. Dazu wurde ein Lysat der Zellen nach Trennung in 
der SDS-Polyacrylamidgelektrophorese und Transfer auf eine PVDF-Membran mit 
Antikörpern gegen die Neomycin-Phosphotransferase analysiert (Abb. 15). Der Antikörper 
erkannte nur eine Proteinbande mit der Größe von etwa 32 kDa. Diese Größe entspricht 
ziemlich genau der Größe der Neomycin-Phosphotransferase. In Zelllysaten von TC221 
Wildtyp-Zellen wurde dagegen vom Antikörper keine Proteinbande erkannt (Daten nicht 



















$EE  :HVWHUQ%ORW±$QDO\VH ]XU ([SUHVVLRQ GHU 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH
137 LQ HVDJ137=HOOHQ Bahn M: Protein-Marker; Bahn 1: Lysat von 5 × 105 
HVDJ137-Zellen. Der Western-Blot wurde mit Antikörpern gegen die Neomycin-
Phosphotransferase analysiert. 











Die Selektion der HVDJ137-Zellen erfolgte mit G418 (Neomycin). Nur Zellen, die das 
1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen integriert hatten, konnten im Selektionsmedium 
überleben. Die Neomycinresistenz beruht auf der Phosphorylierung des Antibiotikums durch 
die Neomycin-Phosphotransferase, wodurch G418 seine Wirkung verliert. Mit zunehmender 
Antibiotikum-Konzentration kann das Enzym nicht mehr alle Neomycin-Moleküle 
phosphorylieren und die toxische Wirkung von G418 tritt zu Tage. Um die Sensitivität der 
HVDJ137-Zellen gegenüber dem Antibiotikum G418 zu ermitteln, wurde das Wachstum 
der Zellen in Gegenwart unterschiedlicher Mengen an Neomycin bestimmt und der ED50-
Wert (die Konzentration, bei der das Wachstum um 50% im Vergleich zur Kontrolle ohne 
Antibiotikum reduziert ist) ermittelt. Mit steigender Neomycin-Konzentration wurde das 
Wachstum der Zellen zunehmend inhibiert (Abb. 16). Der ED50-:HUWODJEHL JPO8P
die toxische Wirkung des Neomycins so gering wie möglich zu halten, aber dennoch einen 







$EE  (LQIOXVV GHU 1HRP\FLQ.RQ]HQWUDWLRQ DXI GDV:DFKVWXP YRQ HVDJ137
=HOOHQ Die Zellen wurden zu einer Dichte von 1 × 105 Zellen/ml in Medium mit 































Da die Untersuchungen zur Rolle der 5’ -UTR bei der eisenabhängigen Regulation des 
Transferrinrezeptor unter Eisenmangel zu erfolgen mussten, sollte zunächst der Einfluss des 
Eisenchelators Deferoxamin auf das Wachstum der HVDJ137-Zellen ermittelt werden. Es 
ist gezeigt worden, dass Deferoxamin den Sauerstoffverbrauch und die DNA-Synthese bei 
Bluttrypanosomen hemmt (Breidbach HW DO, 2002). Die Wirkung des Deferoxamins beruht 
vermutlich darauf, dass der Chelator freie Eisen-Ionen in der Zelle bindet und nicht die Eisen-
Ionen des Transferrins komplexiert. Bluttrypanosomen sind im Vergleich zu Säugetierzellen 
zehnmal empfindlicher gegenüber Deferoxamin. Der ED50-Wert liegt bei 2,9 0 XQG GLH
PLQLPDOHLQKLELWRULVFKH.RQ]HQWUDWLRQEHL 0%UHLGEDFKHWDO, 2002). 
Zur Überprüfung, ob Deferoxamin toxisch für HVDJ137-Zellen ist, wurden die Zellen mit 
 0 &KHODWRU LQ 0HGLXP RKQH 1HRP\FLQ Iür 24 h inkubiert (Abb. 17). Während in 
Abwesenheit von Deferoxamin sich die Zellen vermehrten, teilten sich die Zellen in 
Gegenwart des Eisenchelators nicht und begannen nach 24 h abzusterben. Das Experiment 
zeigt, dass Deferoxamin einen deutlichen Effekt auf HVDJ137-Zellen hat und nach einer 
gewissen Zeit (24 h) toxisch wirkt. Aus diesem Grund wurden für die folgenden Versuche die 
HVDJ137-=HOOHQ QXU  K PLW  0 'HIHUR[DPLQ LQNXELHUW XP GDV Überleben der 
Zellen zu gewährleisten. 








$EE  (LQIOXVV YRQ 'HIHUR[DPLQ DXI GDV :DFKVWXP YRQ HVDJ137=HOOHQ. Die 
Zellen wurde zu einer Dichte von 1 × 105=HOOHQPOLQ0HGLXPRKQH1HRP\FLQPLW 0
Deferoxamin (rosa Quadrate) oder ohne Deferoxamin (blaue Kreise) eingesät. Nach 24 h 
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 (LVHQDEKlQJLJH ([SUHVVLRQ GHV 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH*HQV LQ
HVDJ137=HOOHQ
 
Um zu untersuchen, ob die Expression des 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gens mit der 5’ -
UTR und der 3’ -UTR des (6$* in HVDJ137-Zellen eisenabhängig reguliert wird, 
ZXUGHQGLH=HOOHQPLWGHP(LVHQFKHODWRU'HIHUR[DPLQ 0Iür 20 h inkubiert. Kontroll-
Kulturen wurden ohne Deferoxamin, mit eisengesättigtem Chelator und mit 
Ammoniumeisencitrat inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet und im Western-
Blot mit Antikörpern gegen die Neomycin-Phosphotransferase analysiert (Abb. 18). In den 
Zellen der Kontroll-Kulturen wurde für die Neomycin-Phosphotransferase-Bande die gleiche 
Intensität festgestellt (Abb. 18, Bahnen 1, 3 und 4). Im Gegensatz dazu zeigte die Neomycin-
Phosphotransferase-Bande der Zellen, die mit Deferoxamin inkubiert worden war, eine 
deutlich stärkere Intensität (Abb. 18, Bahn 2). Dieses Ergebnis deutet auf eine erhöhte Menge 
der Neomycin-Phosphotransferase bzw. auf eine erhöhte Transkription des 1HRP\FLQ
3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gens in HVDJ137-Zellen unter Eisenmangel hin. Ob hierfür die 
flankierende 5’ -UTR des (6$* verantwortlich ist, sollte durch eine Deletion in der (6$* 
5’ -UTR VWHPORRS-Struktur untersucht werden. 





















$EE  :HVWHUQ%ORW$QDO\VH ]XU HLVHQDEKlQJLJHQ 5HJXODWLRQ GHU 1HRP\FLQ
3KRVSKRWUDQVIHUDVH137LQ HVDJ137=HOOHQ Die Zellen wurden zu einer Dichte von 
5 × 105=HOOHQPOLQ0HGLXPDOOHLQ%DKQLQ0HGLXPPLW 0'HIHUR[DPLQ(Bahn 2), 
LQ 0HGLXP PLW  0 HLVHQJHVättigtem Deferoxamin, und in Medium mit 25 0
Ammoniumeisencitrat (Bahn 4) für 20 h inkubiert, anschließend lysiert und im Western-Blot 
mit Antikörpern gegen die Neomycin-Phosphotransferase untersucht. Pro Bahn wurden 5 × 
105 Zelläquivalente aufgetragen. 
 
 










Zur weiteren Überprüfung, ob es sich bei der 5’ -UTR der (6$*-mRNA tatsächlich um ein 
LURQ UHVSRQVLYH HOHPHQW handelt, sollte ein Teil der 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen 
flankierenden (6$* 5’ -UTR deletiert werden. Da der erste VWHPORRS die Spleißstelle enthält 
und zusammen mit der PLQLH[RQ-Sequenz gebildet wird (Abb. 19B), sollte ein 





Ausgehend vom Plasmid pHD599 sollte ein neuer Transfektionsvektor mit einer Deletion im 
zweiten VWHPORRS der (6$* 5’  UTR hergestellt werden (Abb. 19B). Dazu wurde zunächst 
das Plasmid mit den Restriktionsenzymen (FRRV und 6DFI verdaut und die dabei 
entstandenen Fragmente (4460 bp und 257 bp, s. Abb. 11) isoliert. Danach wurde das 257 bp 
große DNA-Fragment mit 'UDI verdaut, wodurch ein DNA-Stück von 14 Nukleotiden 
entfernt wurde (Abb 19A). Dieses DNA-Stück entspricht im Wesentlichen dem zweiten VWHP
ORRS der (6$* 5’ UTR (Abb. 19A). Anschließend wurde das 'UDI-verdaute Fragment 
gereinigt und in einer Ligationsreaktion mit dem 4460 bp 6DFI-(FRRV-Fragment wieder zu 
einem vollständigen Plasmid zusammengefügt. Das neue Plasmid wurde als pNE-1 
bezeichnet. Zum Schluss wurden (FROL-XL1-Blue-Zellen mit dem Plasmid transfiziert, um 
genügend Plasmid für weitere Analysen produzieren zu können. Da die deletierte Sequenz nur 
14 Nukleotide lang war, konnte die Deletion durch Restriktionsanalyse nicht nachgewiesen 
werden. Deshalb wurde durch Sequenzanalyse die Deletion der 14 Nukleotide im Plasmid 
pNE-1 überprüft und bestätigt. 
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% Die 'UDI-Erkennungssequenz ist unterstrichen und die Schnittstelle durch einen Pfeil 
markiert. Die 14 Nukleotide, die deletiert werden sollten, sind rot hervorgehoben. Nukleotide 
der PLQLH[RQ-Sequenz sind fett wiedergegeben. 
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 +HUVWHOOXQJYRQ ¶XWU HVDJ137=HOOHQ
 
Wie schon bei der Herstellung der HVDJ137-Zellen, wurden zur Herstellung von 
¶XWU HVDJ137-=HOOHQ7&%OXWWU\SDQRVRPHQPLW JOLQHDULVLHUWHP6DFI-;KRI-
Fragment des pNE-1 Plasmids durch Elektroporation transfektiert. Nach 24 h Kultivierung 
HUIROJWHGLH6HOHNWLRQPLW JPO1HRP\FLQ1DFKHLQHU:RFKHZXFKVHQGUHL.ORQHGLH




 $QDO\VHGHU ¶XWU HVDJ137=HOOHQ
 
Zur Analyse der ¶XWU HVDJ137-Zellen gehörten Untersuchungen zur Deletion 
des (6$* der aktiven Expressionsstelle durch das 6DFI-;KRI-Fragment, zum Einfluss der 
Deletion des (6$* auf das Wachstumsverhalten der Zellen und zur Sensitivität gegenüber 
Neomycin. Entscheidend war aber wieder die Untersuchung zur eisenabhängigen Regulation 
der Neomycin-Phosphotransferase. 
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 5HLQLJXQJ GHV 7UDQVIHUULQUH]HSWRUV DXV ¶XWU HVDJ137
=HOOHQ
 
Zur Überprüfung, ob in den ¶XWU HVDJ137-Zellen das (6$* der aktiven 
Expressionsstelle deletiert worden war, wurde die Menge an Transferrinrezeptor in den Zellen 
bestimmt. Dazu wurde aus Zelllysat der Rezeptor mittels Transferrin-Sepharose isoliert und 
im Western-Blot mit Antikörpern gegen den heterodimeren ESAG6-ESAG7-Komplex 













XWU HVDJ137=HOOHQ Mit Hilfe von Transferrin-Sepharose wurde der Transferrinrezeptor 
aus jeweils 8 × 107 Wildtyp-Zellen (Bahn 1), HVDJ137-Zellen (Bahn 2) und ¶
XWU HVDJ137-Zellen gereinigt und im Western-Blot mit anti-ESAG6/7 Antikörpern 
nachgewiesen.  Bahn M: Protein-Marker; Bahnen 1 – 3: 1 × 106 Zelläquivalente. 
 
 
Im Vergleich zu TC221 Wildtyp-Zellen war die Menge an Transferrinrezeptor in 
¶XWU HVDJ137-Zellen deutlich reduziert und etwa vergleichbar mit der Menge in 
HVDJ137-Zellen (s. 3.1.1.3.2.). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass wie schon bei den 
HVDJ137-Zellen auch in den ¶XWU HVDJ137-Zellen das (6$* der 
aktiven Expressionsstelle durch homologe Rekombination gegen das 1HRP\FLQ
3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen ausgetauscht wurde. Die restliche Menge an Transferrinrezeptor ist 

















Als Nächstes wurde untersucht, ob die Deletion von (6$* wiederum einen Einfluss auf das 
Wachstum der Bluttrypanosomen hatte. Wie schon bei den HVDJ137-Zellen war auch das 
Wachstum der ¶XWU HVDJ137Zellen verlangsamt. Im Vergleich zu  
TC221 Wildtyp-Zellen, erreichten die ¶XWU HVDJ137Zellen eine Zelldichte 
von 1 × 106 Zellen/ml erst nach 72 h Kultivierung (Abb. 21), zeigten aber damit das gleiche 







$EE  $XVZLUNXQJ GHU (6$*'HOHWLRQ DXI GDV :DFKVWXP YRQ ¶XWU
HVDJ137=HOOHQ Trypanosomen wurden zu einer Dichte von 1 × 104 Zellen/ml in 
Medium eingesät und zu den angegebenen Zeiten wurde die Zelldichte mit einer Neubauer-
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 1DFKZHLV GHU ([SUHVVLRQ GHU 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH LQ 
¶XWU HVDJ137=HOOHQ
 
Wie für die HVDJ137-Zellen wurde daraufhin untersucht, ob die ¶XWU
HVDJ137-Zellen ebenfalls das 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen exprimieren. Im 
Western-Blot mit Zelllysat von drei verschiedenen ¶XWU HVDJ137-Zell-
Klonen erkannte der Neomycin-Phosphotransferase-Antikörper jeweils nur eine Proteinbande 
mit einer Größe von etwa 32 kDa (Abb. 22). Diese Größe entspricht ziemlich genau der 
Größe der Neomycin-Phosphotransferase. Dieses Ergebnis bestätigt, dass auch die 
















$EE  :HVWHUQ%ORW±$QDO\VH ]XU ([SUHVVLRQ GHU 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH
137 LQ ¶XWU HVDJ137=HOOHQBahn M: Protein-Marker; Bahnen 1 – 3: 
Lysate von drei verschiedenen ¶XWU HVDJ137Zell-Klonen; Bahn 4: Lysat von 
TC221 Wildtyp-Zellen. Der Western-Blot wurde mit Antikörpern gegen die Neomycin-
Phosphotransferase analysiert. Pro Bahn wurden 5 × 105 Zelläquivalente aufgetragen. 
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 6HQVLWLYLWlWGHU ¶XWU HVDJ137=HOOHQJHJHQEHU1HRP\FLQ
 
Da auch die Selektion der ¶XWU HVDJ137-Zellen mit G418 (Neomycin) 
erfolgte, sollte ebenfalls deren Sensitivität gegenüber dem Antibiotikum untersucht werden. 
Zu diesem Zweck wurde das Wachstum der Zellen in Gegenwart unterschiedlicher Mengen 
an Neomycin bestimmt und der ED50-Wert ermittelt. Mit steigender Neomycin-Konzentration 
wurde das Wachstum der Zellen zunehmend inhibiert (Abb. 23). Der ED50-Wert lag bei 58 
JPOXQGZDUGDPLWIDVWGRSSHOWVRKRFKZLHGHUIür die HVDJ137-Zellen (s. 3.1.1.3.5.). 
Um die toxische Wirkung des Neomycins so gering wie möglich zu halten, aber dennoch 
einen genügend hohen Selektionsdruck zu haben, wurden die ¶XWU HVDJ137-








HVDJ137=HOOHQ. Die Zellen wurden zu einer Dichte von 1 × 105 Zellen/ml in Medium 
mit unterschiedlichen Mengen an Neomycin eingesät und nach 24 h wurde die Zelldichte mit 
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 (LQIOXVV YRQ 'HIHUR[DPLQ DXI GDV :DFKVWXP GHU ¶XWU
HVDJ137=HOOHQ
 
Um zu überprüfen, ob Deferoxamin einen ähnlichen Einfluss auf das Wachstum von 
¶XWU HVDJ137-Zellen hat wie auf HVDJ137-Zellen (s. 3.1.1.3.6.), wurden die 
=HOOHQPLW 0&KHODWRULQ0HGLXPRKQH1HRP\FLQIür 24 h inkubiert (Abb. 24). Während 
die Zellen sich in Abwesenheit des Eisenchelators vermehrten, teilten sie sich in Gegenwart 
von Deferoxamin nicht und begannen nach 24 h abzusterben. Das Experiment zeigt, dass 
Deferoxamin auch einen deutlichen Effekt auf ¶XWU HVDJ137-Zellen hat und 
nach einer gewissen Zeit (24 h) toxisch wirkt. Aus diesem Grund wurden für die folgenden 
Versuche die ¶XWU HVDJ137-=HOOHQ QXU  K PLW  0 'HIHUR[DPLQ







$EE  (LQIOXVV YRQ 'HIHUR[DPLQ DXI GDV :DFKVWXP YRQ ¶XWU
HVDJ137=HOOHQ Die Zellen wurden zu einer Dichte von 1 × 105 Zellen/ml in Medium 
RKQH 1HRP\FLQ PLW  0 'HIHUR[DPLQ URVD 4XDGUDWH RGHU RKQH 'HIHUR[DPLQ EODXH

























Im Abschnitt 3.1.1.3.7. ist gezeigt worden, dass das 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen in 
HVDJ137-Zellen eisenabhängig reguliert wird, was mit früheren Ergebnissen für die 
eisenabhängige Regulation des Transferrinrezeptors im Einklang steht (Fast HW DO 1999). 
Wenn die VWHPORRS-Strukturen innerhalb der 5’ -UTR von (6$* eine Rolle bei der 
eisenabhängigen Regulation des Rezeptors spielen, so sollte das 1HRP\FLQ
3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen in den ¶XWU HVDJ137-Zellen, bei denen der zweite 
VWHPORRS der dem 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen flankierenden (6$* 5’ UTR deletiert 
worden war, nicht mehr eisenabhängig reguliert werden. Um dies zu überprüfen, wurden die 
¶XWU HVDJ137-=HOOHQPLWGHP(LVHQFKHODWRU'HIHUR[DPLQ 0Iür 20 h 
inkubiert. Kontroll-Kulturen wurden ohne Deferoxamin, mit eisengesättigtem Chelator und 
mit Ammoniumeisencitrat inkubiert. Anschließend wurden die Zellen geerntet und im 
Western-Blot mit Antikörpern gegen die Neomycin-Phosphotransferase analysiert (Abb. 25). 
In allen vier Inkubationsansätzen wurde für die Neomycin-Phosphotransferase-Bande die 
gleiche Intensität festgestellt. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Menge an 
Neomycin-Phosphotransferase bzw. die Trankription des 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gens 
in ¶XWU HVDJ137-Zellen unter Eisenmangel nicht erhöht ist. Es scheint also, 
dass der zweite VWHPORRS der (6$* 5’ -UTR für die eisenabhängige Regulation der 
Expression des 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gens in den HVDJ137-Zellen und folglich 
für die die eisenabhängige Regulation der Expression des Transferrinrezeptors verantwortlich 
ist. 














$EE  :HVWHUQ%ORW$QDO\VH ]XU HLVHQDEKlQJLJHQ 5HJXODWLRQ GHU 1HRP\FLQ
3KRVSKRWUDQVIHUDVH137LQ ¶XWU HVDJ137=HOOHQ Die Zellen wurden zu 
einer Dichte von 5 × 105 =HOOHQPO LQ 0HGLXP DOOHLQ %DKQ  LQ 0HGLXP PLW  0
'HIHUR[DPLQ%DKQLQ0HGLXPPLW 0HLVHQJHVättigtem Deferoxamin, und in Medium 
PLW  0$PPRQLXPHLVHQFLWUDW %DKQ Iür 20 h inkubiert, anschließend lysiert und im 
Western-Blot mit Antikörpern gegen die Neomycin-Phosphotransferase untersucht. Pro Bahn 
sind 5 × 105 Zelläquivalente aufgetragen. 
 
   
— NTP 





Die Regulation der Eisenhomöostase ist für Zellen und Organismen nicht nur wichtig zur 
Befriedigung des metabolischen Bedarfs an Eisen, sondern auch zur Minimierung der 
toxischen Wirkung von Eisen. Daher unterliegen Proteine und Enzyme des 
Eisenstoffwechsels einer strengen Regulation. Analog dem Transferrinrezeptor der 
Säugetierzelle können auch die Bluttrypanosomen ihren Transferrinrezeptor eisenabhängig 
regulieren (Fast HW DO, 1999). Bei der Regulation des trypanosomalen Transferrinrezeptors 
scheint es sich um einen posttranskriptionalen Mechanismus zu handeln, denn die Expression 
des 96*-Gens, das sich zusammen mit den Genen für den Transferrinrezeptor in einer von 
einem Promotor kontrollierten Transkriptioneinheit befindet, wird nicht eisenabhängig 
reguliert (Fast HW DO, 1999). Der Mechanismus der posttranskriptionalen Regulation des 
Transferrinrezeptors in Trypanosomen ist aber völlig verschieden vom IRE/IRP-
Mechanismus des Transferrinrezeptors der Säugetierzelle (Hentze, 1995; Hentze & Kühn, 
1996; Rouault & Klausner, 1997; Fast HW DO, 1999). Weder eine IRP-1 verwandte, 
cytoplasmatische Aconitase ist an der Regulation des Transferrinrezeptors in 7 EUXFHL 
beteiligt, noch entsprechende IREs sind in der 3’ -UTR der (6$*- und (6$*-mRNA 
gefunden worden (Fast HW DO, 1999). Daher sollte hier versucht werden, die für die 
eisenabhängige Expression des trypanosomalen Transferrinrezeptors verantwortlichen, 
regulatorischen Elemente in den UTR der (6$* und (6$*-mRNA mit Hilfe eines 
Reportergens zu identifizieren. 
Zur Herstellung stabiler Transfektanten wurde, die sowohl bei 7EUXFHL-Blutformen als auch 
bei 7EUXFHL-Insektenformen etablierte, homologe Rekombination eingesetzt. Hierbei handelt 
es sich um einen Gentransfer mittels linearer DNA-Sequenzen mit Sequenzabschnitten, die 
identisch zu genomischen DNA-Bereichen sind (Li & Gottesdiener, 1996). Im Gegensatz zu 
vielen anderen Zellen wurde bei 7 EUXFHL bislang nichts über nicht-homologe DNA-
Rekombination berichtet. 
Bei der Analyse der Sekundärstrukturen der 5’ -UTR der (6$* und (6$*-mRNA wurden 
zwei sehr ähnliche VWHPORRS-Strukturen identifiziert, bei denen es sich um regulatorische 
Elemente handeln könnte. Zur Überprüfung dieser Vermutung wurden daher zwei (6$*-
Knockout-Mutanten erzeugt, bei denen das (6$* der aktiven Expressionsstelle gegen das 
1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen (137) ausgetauscht worden war. In der einen Zelllinie 
war das 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen am 5’ -Ende von einer intakten (6$* 5’ -UTR 
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flankiert ( HVDJ137-Zellen), während in der anderen Zelllinie das 1HRP\FLQ-
3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen am 5’ -Ende von einer (6$* 5’ -UTR mit einer Deletion im zweiten 
VWHPORRS flankiert wurde ( ¶XWU HVDJ137-Zellen).  
Beide Zelllinien exprimierten die Neomycin-Phosphotransferase, zeigten aber im Vergleich 
zu TC221 Wild-Typ-Zellen ein reduziertes Wachstum. Western-Blot-Analyse zur Menge des 
Transferrinrezeptors bestätigten, dass die Integration des 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gens 
in die aktive Expressionsstelle in beiden Zelllinien stattgefunden hatte. Es wäre auch möglich 
gewesen, dass das 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen sich in eine der stillen 
Expressionsstellen integriert, da im Genom von 7 EUXFHL etwa 20 Expressionsstellen 
vorkommen (Cully HWDO, 1985; Zomerdijk HWDO, 1990). Da aber nur eine Expressionsstelle 
aktiv ist (Cross, 1990; Chaves HWDO, 1999) und die Zellen mit Neomycin selektiert wurden, 
sollten nur solche Zellen überlebt haben, bei denen das (6$* der aktiven Expressionsstelle 
gegen das 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen ausgetauscht worden war. Denn nur dann wird 
das 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen transkribiert und kann eine Resistenz gegenüber dem 
Antibiotikum vermitteln. Die Deletion des (6$* der aktiven Expressionsstelle ist aber nicht 
letal, da die stillen Expressionsstellen nicht vollständig abgeschaltet sind (Alarcon HW DO, 
1999; Vanhamme HW DO, 2000) und die Transfektanten eine geringe Menge an 
Transferrinrezeptor synthetisieren, die für das Überleben der Deletionsmutanten ausreicht 
(Ansorge HWDO, 1999).  
Wurden die HVDJ137-Zellen einem Eisenmangel ausgesetzt, indem sie mit dem 
Eisenchelator Deferoxamin inkubiert wurden, so wurde eine Hochregulation der Neomycin-
Phosphotransferase beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde bei den ¶XWU
HVDJ137-Zellen unter Eisenmangel keine Hochregulation der Neomycin-
Phosphotransferase festgestellt. Ebenso wurde keine erhöhte Menge an Neomycin-
Phosphotransferase beobachtet, wenn die Zellen der beiden Knockout-Klone mit 
eisengesättigtem Chelator oder in Medium ohne Chelator inkubiert wurden. Diese Ergebnisse 
zeigten, dass die eisenabhängige Regulation des 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gens von 
regulatorischen Sequenzabschnitten innerhalb der (6$* 5’ -UTR kontrolliert wurde. 
Folglich kann geschlossen werden, dass auch die eisenabhängige Regulation des 
Transferrinrezeptors in der Blutstromform von 7 EUXFHL von diesen regulatorischen 
Elementen in der (6$* und (6$* 5’ -UTR kontrolliert werden. 
Dass die eisenabhängige Regulation des trypanosomalen Transferrinrezeptors durch 
regulatorische Elemente in der UTR kontrolliert wird, ist nicht so sehr überraschend. Denn die 
Genregulation bei Trypanosomen erfolgt überwiegend posttranskriptionell (Vanhamme & 
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Pays, 1995; Graham, 1995; Clayton & Hotz, 1996). Dies hängt wahrscheinlich damit 
zusammen, dass in Trypanosomen die Protein-kodierenden Gene in großen polycistronischen 
Transkriptionseinheiten organisiert sind (Clayton, 1992; Pays, 1993). So sind auch die Gene 
des trypanosomalen Transferrinrezeptors mit dem 96*-Gen und weiteren Expressionsstellen-
assoziierten Genen in einer Transkriptionseinheit zusammengefasst (Pays HWDO, 1989). Diese 
Transkriptionseinheiten liefern zunächst eine polycistronische prä-RNA. Die Reifung in 
individuelle mRNA-Moleküle erfolgt durch einen koordinierten Prozess des Trans-Spleißens 
und der Polyadenylierung (Lee & Van der Ploeg, 1997). Die Signale für diesen 
Reifungsprozess befinden sich ebenfalls in den UTRs. Ferner spielen die UTRs eine wichtige 
Rolle für die Stabilität und die Translationsaktivität einer mRNA. Bei Trypanosomen wurden 
bislang regulatorische Sequenzen ausschließlich in der 3’ -UTR gefunden. So wird die 
Expression der Gene für die Zelloberflächenproteine VSG und Procyclin durch Sequenzen in 
der 3’ -UTR reguliert (Jefferies HWDO, 1993; Hehl & Roditi, 1994; Berberof HWDO, 1995; Hotz 
HWDO, 1995, 1997). Die Beschreibung regulatorischerer Elemente in der 5’ -UTR ist somit neu. 
 
Im Gegensatz zum trypanosomalen Transferrinrezeptor, der anscheinend über Elemente in der 
5’ -UTR der (6$*- und (6$*-mRNA eisenabhängig reguliert wird, wird der humane 
Transferrinrezeptor über Elemente in der 3’ -UTR der Rezeptor-mRNA eisenabhängig 
kontrolliert (Abb. 26). Hierbei handelt es sich um fünf konservierte VWHPORRS-Strukturen 
(Haarnadelstrukturen), die als LURQUHVSRQVLYH HOHPHQWV (IREs) bezeichnet werden. Bei 
niedriger, intrazellulärer Eisenkonzentration binden LURQ UHJXODWRU\ SURWHLQV (IRPs) an die 
IREs der Rezeptor-mRNA (Casey HWDO, 1989; Horowitz & Harford, 1992). Dadurch wird die 
Stabilität der Rezeptor-mRNA erhöht, was zu einer gesteigerten Expression des 
Transferrinrezeptors führt (Müllner HWDO, 1989). Wenn die Eisenkonzentration in der Zelle 
hoch ist, binden die IRPs Eisen und verlieren damit ihre Affinität zu den IREs. Dies hat zur 
Folge, dass die ungeschützte Rezeptor-mRNA durch Endonukleasen abgebaut wird (Binder HW
DO, 1994). Die eisenabhängige Regulation des trypanosomalen Transferrinzeptors sollte nach 
einem ähnlichem Mechanismus ablaufen (s. Abb. 26). In Säugetieren sind zwei LURQ
UHJXODWRU\SURWHLQV, IRP-1 und IRP-2, identifiziert worden. IRP-1 ist eine cytoplasmatische 
Aconitate mit zwei Funktionen. Wenn die Eisenkonzentration in der Zelle hoch ist, hat dieses 
Protein Eisen inkorporiert und zeigt Aconitase-Aktivität (Haile HW DO, 1992). Wenn die 
intrazelluläre Eisenkonzentration niedrig ist, gibt das Protein Eisen ab und zeigt 
Bindungsaffinität für die spezifischen RNA-Strukturen der IRE (Haile HWDO, 1992).  
 





$EE  0RGHOO ]XP 0HFKDQLVPXV GHU HLVHQDEKlQJLJHQ 5HJXODWLRQ GHV
7UDQVIHUULQUH]HSWRUVLQKXPDQHQ=HOOHQXQG7U\SDQRVRPHQ. Einzelheiten siehe Text 
 
 
Bei niedriger, intrazellulärer Eisenkonzentration sollten eisenregulatorische Proteine an die 
eisenregulatorischen Elemente in der 5’ -UTR der (6$*- und (6$*-mRNA binden, 
wodurch die Stabilität der Transkripte erhöht werden sollte. Als Konsequenz sollte unter 
Eisenmangel die Menge an (6$*- und (6$*-mRNA in Trypanosomen erhöht sein. 
Tatsächlich wurde auch in Eisenchelator-behandelten Trypanosomen eine dreifach erhöhte 
Menge an (6$*-mRNA gefunden (Fast HW DO 1999). Schlussendlich sollten die stabilisierte 
AAA 3’ 5’ AAA 3’ 5’
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7I5 mRNA ↑ ⇒ TfR ↑
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(6$* mRNA ↑ ⇒ TfR ↑ (6$* mRNA ↓ ⇒ TfR ↓
= IRE     = stem-loops in der ESAG6/7 5’ -UTR     
= IRP     = unbekanntes, eisenregulatorisches Protein     
 = Endonuklease (Rnase) TfR  = Transferrinrezeptor     
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(6$*- und (6$*-mRNA zu einer gesteigerten Expression des Transferrinrezeptors in 
Trypanosomen unter Eisenmangel führen. 
Als Eisensensor fungiert ein labiles Eisen-Schwefel-Cluster im katalytischen Zentrum des 
Proteins (Haile HW DO, 1992). Das dem IRP-1 verwandte IRP-2 besitzt keine Aconitase-
Aktivität und wird unter Eisensättigung schnell abgebaut (Guo HWDO, 1995; Iwai HWDO, 1998). 
 
In Trypanosomen ist eine IRP-1 verwandte, cytoplasmatische Aconitase beschrieben worden 
(Saas HW DO, 2000), die aber keine Rolle bei der eisenabhängigen Regulation des 
trypanosomalen Transferrinrezeptors spielt (Fast HW DO, 1999). Da es keine Hinweise auf 
weitere IRP-verwandte Gene im Genom von 7 EUXFHL gibt, muss es anderen Proteine mit 
einer eisenregulatorischen Funktion in Trypanosomen geben. Die Existenz solcher 
eisenregulatorischen Proteine in 7EUXFHL bleibt allerdings nachzuweisen. 
 





Nukleosidmonophosphat-Kinasen (NMP-Kinasen) gehören zu einer Familie von ubiquitären 
Enzymen, die den reversiblen Transfer einer Phosphat-Gruppe von einem 
Nukleosidtriphosphat auf ein Nukleosidmonophosphat katalysieren. Aufgrund der 
Diskriminierung zwischen verschiedenen Nukleosidmonophosphaten sind die einzelnen 
NMP-Kinasen in Adenylat-, Cytidylat-, Thymidylat- und Uridylat-Kinasen unterteilt worden. 
Bei Trypanosomen ist wenig über NMP-Kinasen bekannt. Mittels 3’ -RACE-PCR wurde eine 
NMP-Kinase aus 7 EUXFHL kloniert (Kabiri & Steverding, unveröffentlichte Ergebnisse; 
GenBank® Zugangsnummer AF497801). Zur Überexpression wurde das 7 EUXFHL-103-
.LQDVH-Gen in den Expressionsvektor pQE30 kloniert. Das erhaltene Konstrukt (pQE/103.) 
kodiert für die 7 EUXFHL-NMP-Kinase mit einer zusätzlichen 11 Aminosäure langen, 6 
Histidinreste enthaltenen Sequenz (HisWDJ) am N-Terminus des Enzyms. Der pQE/7E103-
Vektor wurde durch Elektroporation in kompetente ( FROL-XL1-Blue Zellen eingebracht 
(Kabiri & Steverding, unveröffentlichte Ergebnisse). Somit stand ein heterologes 
Expressionssystem zur Verfügung, um die Substratspezifität und die kinetischen 





Nach Induktion der mit dem Vektor pQE/7E103. transformierten ( FROL-Zellen mit 60 
JPO,37*ZXUGHQGLH%DNWHULHQJHHUQWHWXQGO\VLHUW'LH$XIUHLQLJXQJGHUUHNRPELQDQWHQ
7 EUXFHL-NMP-Kinase erfolgte durch Affinitätschromatographie an einer Ni-NTA-Säule. 
Nach dem Waschen der Säule wurden die gebundenen Proteine mit zunehmender Imidazol-
Konzentration eluiert und die gesammelten Fraktionen in der SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert (Abb. 27). Der Großteil der rekombinanten 7
EUXFHL-NMP-Kinase eluierte bei einer Imidazol-Konzentration von 50 mM. In den 
proteinhaltigen Fraktionen war nur eine Proteinbande mit einem apparenten 
Molekulargewicht von etwa 25 kDa nachzuweisen. Das apparente Molekulargewicht stimmt 
sehr gut mit dem berechneten Molekulargewicht von 23793 Da für das rekombinante Enzym 
mit dem HisWDJ überein. 
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Für die weiteren Untersuchungen wurden die proteinhaltigen Fraktionen vereinigt, mit 
Centricon Zentrifugen-Filtereinheiten gegen Standardpuffer (100 mM Triethanolamin, pH 7,6 
(mit HCl), 90 mM KCl, 1,5 mM MgCl2) umgepuffert und zu einer Proteinkonzentration von 




















$EE  5HLQLJXQJ GHU UHNRPELQDWHQ7 EUXFHL103.LQDVH 7E103. DXV( FROL 
=HOOO\VDW Die NMP-Kinase wurde ausgehend vom Vektor pQE/NMP in ( FROL-Zellen (1 
Literkultur) exprimiert und affinitätschromatographisch mit einer Ni-NTA-Säule gereinigt. 
Die gebundene Proteine wurden mit steigender Imidazol-Konzentration eluiert und es wurden 
6 ml-Fraktionen gesammelt. Anschließend wurden 10 O GHU)UDNWLRQHQ LQ HLQHPLJHQ
SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisiert und die aufgetrennten Proteine mit Commassie 
Brilliant Blue angefärbt. Bahn 1: Protein-Marker; Bahn 2: Durchlauf des 
Zentrifugationsüberstandes der transformierten (FROL-Zellen; Bahn 3: Waschfraktion; Bahn 
4: Elution mit 30 mM Imidazol; Bahn 5: Elution mit 50 mM Imidazol; Spur 6: Elution mit 75 















Gereinigte, rekombinante 7 EUXFHL-NMP-Kinase wurde zur Herstellung von Antikörpern 
verwendet. Die Produktion der Antikörper erfolgte in Kaninchen durch die Firma Eurogentec 
(Belgien). Das Antiserum zeigte eine starke Reaktion mit dem rekombinanten Enzym in der 
Western-Blot-Analyse (Abb. 28). Neben einer Hauptbande bei 25 kDa war noch eine 
schwache Nebenbande bei 34 kDa zu beobachten. Die Kreuzreaktivität mit der 34 kDa- 

















Gereinigte 7 EUXFHL-NMP-Kinase wurde in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel 
elektrophoretisiert, auf eine PVDF-Membran elektrotransferiert und mit Antikörpern (1:500 
Verdünnung) gegen das rekombinante Enzym untersucht. Bahn 1: Protein-Marker; Bahn 2: 












Die Enzymaktivität der 7EUXFHL-NMP-Kinase wurde an Hand der Hinreaktion (NMP + ATP 
↔ NDP + ADP) mit Hilfe eines gekoppelten Enzymtests bestimmt. Dieser Enzymtest 
beinhaltet die Kopplung der NMP-Kinase-Reaktionen mit der Pyruvatkinase- und der Lactat-
Dehydrogenase-Reaktion (Berghäuser, 1975). Dabei setzt die Pyruvatkinase das gebildete 
ADP mit Hilfe von Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat um, das dann die Lactat-Dehydrogenase 
mit Hilfe von NADH zu Lactat reduziert. Die Oxidation des NADH ist proportional zur 
Bildung des ADP durch die NMP-Kinase und wurde photometrisch bei 340 nm verfolgt. 
Mit den Substraten AMP und ATP betrug die spezifische Aktivität frisch gereinigter, 
rekombinanter 7 EUXFHL-NMP-Kinase bis zu 80 U/mg. Die Aktivität des Enzyms nahm 
während der Lagerung bei 4°C deutlich ab. 
 
 
 $EKlQJLJNHLW GHU $NWLYLWlW GHU 7 EUXFHL103.LQDVH YRQ GHU
6DO]NRQ]HQWUDWLRQ
 
Frühere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Aktivität der NMP-Kinasen von der 
Salzkonzentration abhängig ist. Aus diesem Grund sollte die Salzabhängigkeit der Aktivität 
der 7EUXFHL-NMP-Kinase näher untersucht werden. 
Die Salzabhängigkeit der Aktivität frisch gereinigter 7 EUXFHL-NMP-Kinase wurde mit 
unterschiedlichen KCl-Konzentrationen (50, 100, 200 und 300 mM) in zwei verschiedenen 
Puffer-Systemen mit ATP und AMP als Substraten bestimmt. Bei den Puffersystemen 
handelte es sich um Triethanolamin-Puffer (100 mM Triethanolamin, pH 8,0 (mit HCl), 1,4 
mM MgCl2) und Tricin-Puffer (50 mM Tricin, pH 8,0 (mit HCl), 1,4 mM MgCl2), die häufig 
als Puffer für die Bestimmung der Enzymaktivität von NMP-Kinasen verwendet werden. 
Unabhängig vom verwendeten Puffersystem hat die 7EUXFHL-NMP-Kinase eine etwa dreifach 
höhere Enzymaktivität in Puffer mit 100 mM KCl als in Puffer mit 50 mM KCl (Abb. 30). 
Eine weitere Erhöhung der Salzkonzentration hatte keine weitere Zunahme der Aktivität zur 
Folge.  Im Folgenden wurde die Enzymaktivität in Puffern mit 100 mM KCl gemessen. 
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$EE  $EKlQJLJNHLW GHU (Q]\PDNWLYLWlW GHU 7 EUXFHL103.LQDVH YRQ GHU .&O
.RQ]HQWUDWLRQ Die Enzymaktivität gereinigter, rekombinanter 7EUXFHL-NMP-Kinase (12,5 
JPOZXUGHLQ7ULHWKDQRODPLQ-Puffer (blaue Säulen) und in Tricin-Puffer (rote Säulen) mit 
unterschiedlichen KCl-Konzentrationen bestimmt. 
 
 





Die pH-Abhängigkeit der Enzymaktivität der 7 EUXFHL-NMP-Kinase wurde in 
Triethanolamin- und Tricin-Puffer bestimmt (Abb. 30). In Triethanolamin-Puffer hatte das 
Enzym sein pH-Optimum bei 7,0 – 7,5 und in Tricin-Puffer bei 7,5 – 8,5. Damit liegt das pH-
Optimum der 7 EUXFHL-NMP-Kinase im Bereich des pH-Optimums von Adenylatkinasen 
(Hefe-AK: 7,8; ( FROL-AK: 7,0; humane AK1: 8,0) aber nicht im Bereich der humanen 
Adenylatkinase 3 (humane AK3: 11,5) (Tomasselli & Noda., 1979; Ito HWDO, 1983). 
Für die folgenden Analysen wurde die Enzymaktivität der 7 EUXFHL-NMP-Kinase in 






















$EE  $EKlQJLJNHLW GHU (Q]\PDNWLYLWlW GHU7 EUXFHL103.LQDVH YRP S+:HUW 
Die Enzymaktivität gereinigter, rekombinanter 7EUXFHL-NMP-Kinase (12,5 µg/ml) wurde in 
Triethanolamin-Puffer (rosa Kreise) und in Tricin-Puffer (blaue Quadrate) bei 
unterschiedlichen pH-Werten bestimmt. 
 





NMP-Kinasen übertragen eine Phosphat-Gruppe von einem Nukleosidtriphosphat auf ein 
Nukleosidmonophosphat. Die Bevorzugung bzw. Diskriminierung von AMP als 
Phosphatakzeptor gegenüber anderen Nukleosidmonophosphaten wie CMP und UMP 
ermöglicht eine weitere Klassifizierung der NMP-Kinasen. Als Adenylatkinasen (NTP:AMP-
Phosphotransferasen) bezeichnet man NMP-Kinasen die bevorzugt AMP als 
Phosphatakzeptor verwenden. Andere NMP-Kinasen wie die Uridylatkinasen oder 
Cytidylatkinasen dagegen bevorzugen andere Nukleosidmonophosphate. Neben ATP 
verwenden NMP-Kinasen auch andere Nukleosidtriphosphate. Zum Beispiel bevorzugt die 
humane Adenylatkinase 3 (AK3), die im Mitochondrium vorkommt, GTP gegenüber ATP als 
Nukleosidtriphosphat-Substrat. Zur besseren Klassifizierung der 7EUXFHL-NMP-Kinase sollte 
die Substratspezifität mit Hilfe verschiedener NTP/NMP-Kombinationen bestimmt werden. 
 
Zur Bestimmung der Substratspezifität der 7 EUXFHL-NMP-Kinase wurde die Aktivität des 
gereinigten, rekombinanten Enzyms mit AMP, CMP, UMP, GMP und IMP (jeweils bei einer 
Konzentration von 2,3 mM) bei konstanter ATP-Konzentration (0,8 mM) gemessen (Tabelle 
11). Während die spezifische Aktivität der 7 EUXFHL-NMP-Kinase mit CMP 58,4 U/mg 
betrug, zeigte das Enzym mit AMP eine Aktivität von nur 25,9 U/mg. Somit betrug die 
spezifische Aktivität der 7EUXFHL-NMP-Kinase mit AMP nur 44% der Aktivität mit CMP. 
Mit UMP wurde eine geringe Aktivität festgestellt, mit GMP und IMP dagegen zeigte das 
Enzym keine messbare Aktivität (Tabelle 11). Bei konstanter AMP-Konzentration (2,3 mM) 
zeigte die 7EUXFHL-NMP-Kinase eine Aktivität mit allen Nukleosidtriphosphaten (jeweils bei 
einer Konzentration von 0,8 mM), obgleich ATP das bevorzugte Substrat war (Tabelle 11). 
Die Aktivität mit CTP, UTP, GTP und ITP betrug nur 3 – 7% der Aktivität mit ATP. 
Aufgrund der Substratspezifität kann die 7 EUXFHL-NMP-Kinase als eine CMP-Kinase mit 
einer ungewöhnlich hohen Affinität für AMP betrachtet werden. 
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7DEHOOH 6XEVWUDWVSH]LILWlWGHU7EUXFHL103.LQDVH Die Substrat-Konzentrationen 






AMP/ATP 25,90 100,0 
CMP/ATP 58,40 25,0 
UMP/ATP 1,90 7,3 
GMP/ATP 0,04 0,2 
IMP/ATP 0,07 0,3
AMP/CTP 0,70 2,7 
AMP/UTP 1,00 3,9 
AMP/GTP 1,50 5,8 
AMP/ITP 1,70 6,6 
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 %HVWLPPXQJGHU. 1 XQG9 123 :HUWHDQGHU7EUXFHL103.LQDVH
 
Zur Charakterisierung von Enzymen gehört die Bestimmung der kinetischen Parameter Km 
und Vmax. Der Km-Wert, oder die Michaelis-Menten-Konstante ist die Substratkonzentration, 
bei der halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit vorliegt. Der Vmax-Wert ist die maximale 
Reaktionsgeschwindigkeit eines Enzyms unter Substratsättigung. Zur Bestimmung des Km-
Wertes an der 7 EUXFHL-NMP-Kinase wurde die Enzymaktivität bei unterschiedlichen 
Substratkonzentrationen gemessen. Da NMP-Kinasen zwei Substrate umsetzen, wurde bei der 
Messung die Konzentration des einen Substrates konstant gehalten, während die 
























Mit 10 mM AMP zeigte die 7EUXFHL-NMP-Kinase einen Km-Wert von 0,14 mM für ATP 
und der berechnete Vmax-Wert lag bei 63 U/mg (Abb. 31). Mit 0,14 mM ATP zeigte das 
Enzym einen niedriger Km-Wert für CMP (0,19 mM) als für AMP (3,2 mM) (Abb. 32). Dies 
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bedeutet, dass die 7 EUXFHL-NMP-Kinase eine höhere Affinität für CMP als für AMP hat. 
Dieses Ergebnis steht voll im Einklang mit den Untersuchungen zur Substratspezifität des 
Enzyms, die CMP als das besseres Substrat identifiziert hatten (s. Tabelle 11). Die Vmax-
Werte für CMP und AMP ließen sich auf der Basis der Km-Werte abschätzen und lagen für 
die Kombination CMP/ATP bei 88 U/mg und für die Kombination AMP/ATP bei 77 U/mg. 







































$03$XQG&03% Die Enzymaktivität wurde mit 0,14 mM ATP und unterschiedlichen 
Nukleosidmonophosphat-Konzentrationen gemessen. 





Diadenosinpentaphosphat (AP5A) und Derivate gehören zu den klassischen Inhibitoren von 
NMP-Kinasen und anderen Nukleosid-abhängigen Enzymen. Diese Inhibitoren kommen auch 
in menschlichen Pankreas- und Herz-Zellen vor und werden als Stress-Signal-Moleküle oder 
Alarmone bezeichnet (Varshavsky, 1983; Lee HWDO, 1983; Johnstone & Farr, 1991; Jovanovic 
& Terzic, 1995). Aufgrund der Strukturanalogie mit Nukleosidmonophosphaten und 
Nukleosidtriphosphaten hemmt AP5A kompetitiv NMP-Kinasen. Die Inhibierung der 
Adenylatkinasen durch Diadenosinpentaphosphat ist gut charakterisiert worden. AP5A ist ein 
Bisubstratanalogon, das als Nukleosidmonophosphat und als Nukleosidtriphosphat von 
Adenylatkinasen erkannt wird. Es besteht aus zwei über 5’ -Phosphatgruppen verbundenen 
Adenosinresten und wird somit gleichzeitig von beiden Substratbindungsstellen der 
Adenylatkinase gebunden. Als Folge kann das Enzym seine Substrate nicht mehr binden 
(Abele & Schulz, 1995). Mit einer Inhibitorkonstante von Ki = 30 nM erwies sich AP5A als 
einer der stärkste kompetitive Inhibitor der AK1 (Lienhard & Secemski, 1973; Byeon HWDO, 
1993). 
Auch die Aktivität der 7 EUXFHL-NMP-Kinase wurde durch AP5A inhibiert (Abb. 33). Mit 
steigender AP5A-Konzentration wurde die Aktivität des Enzyms zunehmend gehemmt. Mit 
 0 $35A zeigte das Enzym eine Restaktivität von nur 8%. Der IC50-Wert, diejenige 
Konzentration des Inhibitors, die eine 50%ige Hemmung der Enzymaktivität bewirkt, betrug 
HWZD 0'LHVHV(UJHEQLV]HLJWGDVVZLHDQGHUH103-Kinasen auch die 7EUXFHL-NMP-
Kinase durch den klassischen Inhibitor AP5A kompetitiv gehemmt wird. 






$EE  ,QKLELHUXQJ GHU 7 EUXFHL103.LQDVH GXUFK 'LDGHQRVLQSHQWDSKRVSKDW 
Gereinigte, rekombinante 7 EUXFHL-NMP-.LQDVH  0 ZXUGH PLW  –  0
Diadenosinpentaphosphat (AP5A) für 5 min inkubiert und anschließend die enzymatische 
Aktivität mit 0,8 mM ATP und 2,3 mM AMP bestimmt. Die Aktivität ist als relative Aktivität 
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7U\SDQRVRPD EUXFHL hat einen komplexen Lebenszyklus, in dessen Verlauf der Parasit 
zwischen Lebensstadien im Säugetierwirt und Insektenvektor, und zwischen sich teilenden 
und nicht-teilenden Formen wechselt (Vickerman, 1985). Im Blut und in der 
Lymphflüssigkeit des Säugetierwirtes kommen die Trypanosomen als schlanke, sich teilende 
Blutformen (ORQJ VOHQGHU-Form) vor, die sich mit zunehmender Parasitämie in gedrungene, 
sich nicht-teilende Blutformen (VKRUWVWXPS\-Form) differenzieren. Diese Differenzierung ist 
verbunden mit einer Verkürzung des Flagellums, einer Vergrößerung des Mitochondriums 
und der Expression einiger Enzyme des Krebs-Zyklus und der Atmungskette. Die VKRUW
VWXPS\ Formen sind für den Übergang in den Insektenvektor präadaptiert, wenn sie bei der 
Blutmahlzeit der Tsetsefliege aufgenommen werden. Nach Aufnahme in die Fliege 
differenzieren sich die VKRUW VWXPS\Formen zur procyclischen Insektenformen. Diese 
Transformation ist mit weiteren morphologischen und metabolischen Veränderungen 
verbunden, wie z. B. dem Wechsel der Oberflächenantigene vom VSG zum Procyclin und des 
Energie-Metabolismus von der Glukolyse zur oxidativen Phosphorylierung. Aufgrund der 
Komplexität des Lebenszyklus von 7 EUXFHL sollte mit Hilfe von spezifischen Antikörpern 
das Vorkommen der NMP-Kinase in verschiedenen Lebensstadien untersucht werden. 
In allen untersuchten Lebensstadien, in kultur-adaptierten, schlanken und gedrungenen 
Blutformen sowie in prozyklischen Insektenformen, konnte eine Proteinbande von 24 kDa mit 
Antikörpern gegen die 7EUXFHL-NMP-Kinase detektiert werden (Abb. 34). Dabei scheint es, 
dass die NMP-Kinase in den sich im Zellarrest befindlichen gedrungenen Blutformen 
herunterreguliert war. Die Homogenität der einzelnen Parasitenpopulationen wurde mit 
Antikörpern gegen stadienspezifische Proteine bestätigt (Daten nicht gezeigt, siehe Breidbach 
HWDO, 2000). 













$EE  :HVWHUQ%ORW$QDO\VH ]XP 9RUNRPPHQ GHU 103.LQDVH 7E103. LQ 
YHUVFKLHGHQHQ/HEHQVVWDGLHQYRQ7EUXFHL Parasiten verschiedener Lebensstadien wurden 
O\VLHUW J3URWHLQLQHLQHPLJHQ6'6-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine PVDF-
Membran elektrotransferiert und mit aufgereinigten Antikörpern (1:100) gegen 7 EUXFHL
NMP-Kinase untersucht. Bahn 1: kultur-adaptierte Blutform; Bahn 2: sich teilende, schlanke 










Zur Aufklärung der atomaren Struktur von Molekülen wird die Röntgenkristallographie 
eingesetzt. Mit dieser Methode wurde u. a. die Struktur biologischer Moleküle wie DNA-
Doppelhelix und Hämoglobin aufgeklärt (Watson & Crick, 1953; Kendrew, 1961). Auch die 
Kristallstrukturen einiger Adenylatkinasen sind bereits bekannt, wie die der AK1 vom 
Schwein und der AK3 von Rind, Hefe und ( FROL (Dreusicke HW DO, 1988; Diederichs & 
Schulz, 1991; Abele & Schulz, 1995). 
Die Kristallisationsversuche mit der 7 EUXFHL-NMP-Kinase wurden in Gegenwart von 
Substrat durchgeführt. Es wurden 16 JJHUHLQLJWHVUHNRPELQDQWHV(Q]\PPLWP0$73LQ
 OPLW O3Uäzipans gemischt und als hängender Tropfen gegen 800 O5HVHUYRLU O
3XIIHU   O ELGHVWLOOLHUWHP:DVVHU LQkubiert. Nach ca. zwei Wochen wuchsen kleine 
Kristalle bei den Inkubationsansätzen mit dem Puffer 34 (2,0 M Natriumformiat, 0,1 M 
Natriumacetat, pH 4,6) und dem Puffer 48 (2,0 M Ammoniumphosphat, 0,1 M Tris-HCl, pH 
8,5) heran. Allerdings waren die Kristalle zu klein, so dass sie röntgenkristallographisch nicht 
untersucht werden konnten. 





NMP-Kinasen sind essentiell für das Wachstum von Einzellern wie Hefe und von Bakterien 
wie (FROL (Cronan & Godson, 1972; Konrad, 1993) und kommen in zahlreichen Isoformen 
in verschiedenen Zellkompartimenten vor. In der Säugetierzelle kommen z. B. 
Adenylatkinasen im Cytosol (AK1), im Zwischenraum der Mitochondrien (AK2) und in der 
mitochondrialen Matrix (AK3) vor (Noda, 1973; Khoo & Russell, 1972; Tomasselli & Noda, 
1980, Nakazawa HW DO 1990). Darüber hinaus wurden weitere Adenylatkinasen, AK4 und 
AK5, bei Säugern charakterisiert (Yoneda HWDO, 1998). Allgemein übertragen NMP-Kinasen 
eine Phosphatgruppe von einem Nukleosidtriphosphat auf ein Nukleosidmonophosphat, was 
zur Bildung von Nukleosiddiphosphaten führt. Aufgrund der Diskriminierung der NMP-
Kinase zwischen den verschiedenen Nukleosidmonophosphaten lassen sich die NMP-Kinasen 
in Adenylat-, Cytidylat-, Thymidylat- und Uridylat-Kinase unterteilen, wobei die 
Adenylatkinasen zu den am besten charakterisierten NMP-Kinasen gehören. Über NMP-
Kinasen bei Trypanosomen ist bisher wenig bekannt. 
Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte NMP-Kinase von 7 EUXFHL besteht aus 200 
Aminosäuren (Abb. 35) und gehört demnach zur Klasse der kurzen NMP-Kinasen. Der 
Vergleich mit anderen NMP-Kinasen zeigte eine 40%ige Ähnlichkeit mit Adenylatkinasen 
und ein 60%ige Ähnlichkeit mit Uridylatkinasen. Darüber hinaus wurden zahlreiche 
konservierte und für die NMP-Kinase charakteristische Reste in der Sequenz gefunden. Das 
GxPGxGxGKGTQ-Motiv als charakteristisches Merkmal für ATP-Bindungsproteine 
erstreckt sich von Aminosäurerest G14 bis V23. Zwei Aspartatreste, die wichtig für die 
Koordination von Mg2+ sind, wurden als die Reste D40 und D92 identifiziert. Es wurden 
weitere Reste in der 7 EUXFHL-NMP-Kinase Sequenz entdeckt, die in dieser Proteinfamilie 
konserviert sind, aber deren Funktion noch unbekannt ist. Es handelt sich hierbei um die 
Aminosäuren G39, R43, G93, P95, R127, G137, R138, D140, D141 und R149. Die Reste 
A38, L42, I66, V67, T72 und F94 sind konservierte Aminosäuren, die charakteristisch für 
Uridylatkinasen sind. Der Asparaginrest, der eine kritische Rolle in der Diskriminierung von 
UMP und CMP gegenüber AMP spielt (Scheffzek HWDO, 1996) und in Uridylatkinasen von 
Schwein, 'LFW\RVWHOLXP GLVFRLGHXP und (QWDPRHED KLVWRO\WLFD konserviert ist (Sanchez & 
Müller, 1998), ist in der 7EUXFHL-NMP-Kinase durch einen Glutaminrest (Q90) ausgetauscht. 
An der entsprechenden Position besitzen Adenylatkinasen ebenfalls einen Glutaminrest, aber 
auch die Uridylatkinase von 6DFFKDUURP\FHVFHUHYLVLDH (Q111), eine CMP/UMP-Kinase, die 
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ein breiteres Substratspektrum hat und neben UMP und CMP auch AMP umsetzt (Müller-
Dickmann & Schulz, 1994; Schricker HW DO, 1992). Auf Grund der Sequenzanalyse ist zu 
vermuten, dass es sich bei der 7 EUXFHL-NMP-Kinase wohl um eine Uridylatkinase 
(CMP/UMP-Kinase) und nicht um eine Adenylatkinase handelt. 
 
 
1    MTSTEKPKVF    FVL**3*6*.*79CARLVEE   FGYTHF6$*'        40 
41   //54$65'.77(9$4.,64,        /9EGGIVPSE      LTVALLKNAL      80 
81    NTHPSPRGYV    IDGFPRKMDQ    MFMFEEDIVP   AKAILFFDCT       120 
121  EETMEARLIG    RASSGSGRDD    DNIETIRRRF      RTNAEQCVPV     160 
161  VEHYKKQGRL  YTVDGNRSRE   EVYADVNKIF    LKEGEELLKK      200 
 
 
$EE  $PLQRVlXUHVHTXHQ] GHU 7 EUXFHL103.LQDVH. Fett, ATP-Bindungsmotiv; 
kursiv, NMP-Bindungsdomäne; rot, Aspartatreste für die Koordination von Mg2+; rosa, 
konservierte Reste charakteristisch für die NMP-Kinase-Familie; blau, konservierte Reste 
charakteristisch für Uridylatkinasen; grün, Glutaminrest 90. 
 
 
Zur besseren Klassifizierung der 7 EUXFHL-NMP-Kinase wurde die Substratspezifität 
bestimmt. Diese Untersuchungen wurden mit gereinigtem, rekombinant in ( FROL-Zellen 
exprimiertem Enzym durchgeführt. Da das Enzym am N-Terminus einen HisWDJ besaß, 
konnte die 7EUXFHL-NMP-Kinase in einem Arbeitsschritt durch Affinitätschromatographie an 
einer Ni-NTA-Säule aufgereinigt werden. Das gereinigte Enzym ergab in der SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese eine Bande von 25 kDa, was mit dem theoretischen 
Molekulargewicht von 23793 Da für die rekombinante 7 EUXFHL-NMP-Kinase sehr gut 
übereinstimmte. 
Die Substratspezifität der 7EUXFHL-NMP-Kinase zeigt ein ungewöhliches Spektrum. Neben 
CMP und UMP wurde auch AMP vom Enzym umgesetzt. Allerdings war CMP das 
bevorzugte Substrat, gefolgt von AMP und UMP. Bestätigt wurde die Substratspezifität durch 
kinetische Untersuchungen. Der Km-Wert für AMP war etwa 17-fach größer als der für CMP. 
Dies zeigt, dass die 7EUXFHL-NMP-Kinase eine höhere Affinität zu CMP als zu AMP hat. Als 
Phosphatdonator verwendete das Enzym alle Nukleosidtriphosphate, wobei ATP das deutlich 
bevorzugte Substrat war. Die Bestimmung der Substratspezifität bestätigt die Ergebnisse der 
Sequenzanalyse, dass es sich bei der 7EUXFHL-NMP-Kinase um eine CMP/UMP-Kinase mit 
einer zusätzlichen Affinität für AMP handelt. Die ausgeprägte Affinität für AMP ist 
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vermutlich damit zu erklären, dass die 7 EUXFHL-NMP-Kinase an der Position 90 einen 
Glutaminrest besitzt und nicht einen Asparaginrest wie andere Uridylatkinasen. Dieser 
Asparaginrest scheint eine wichtige Rolle in der Diskriminierung von CMP und UMP 
gegenüber AMP zu spielen (Scheffzek HWDO, 1996). Interessanterweise hat auch die URA6-
Kinase von 6FHUHYLVLDH, eine Uridylatkinase mit einem breiten Substratspektrum, ebenfalls 
an der entsprechenden Position einen Glutaminrest (Müller-Dickmann & Schulz, 1994; 
Schricker HWDO, 1992). 
 
Eine weitere Besonderheit der 7 EUXFHL-NMP-Kinase ist die Sensitivität gegenüber dem 
klassischen Adenylatkinase Hemmstoff Diadenosinpentaphosphat (AP5A; Feldhau HW DO, 
1975). Hierbei handelt es sich um einen kompetitiven Inhibitor, der als Strukturanalogon 
gleichzeitig an beide Nukleosidphosphat-Bindungsstellen bindet. Im Gegensatz dazu sind 
klassische Uridylatkinasen, die nur eine sehr geringe Aktivität für AMP besitzen, 
unempfindlich gegenüber Diadenosinpentaphosphat (Sanchez & Müller, 1998). Dieses 
Ergebnis ziegt einmal mehr, dass es sich bei der untersuchten 7EUXFHL-NMP-Kinase um eine 
ungewöhliche Nukleosidmonophosphat-Kinase handelt. In Anbetracht der Substratspezifität 
und der Sensitivität gegenüber AP5A wäre die 7 EUXFHL-NMP-Kinase wohl eher als eine 
CMP/AMP-Kinase zu klassifizieren. 
 
Die 7 EUXFHL-NMP-Kinase kam in allen untersuchten Lebensstadien des Parasiten vor. 
Allerdings war das Enzym in den sich im Zellarrest befindlichen VKRUW VWXPS\-Formen 
herunterreguliert. Man könnte daher vermuten, dass die physiologische Rolle der 7EUXFHL-
NMP-Kinase im Pyrimidinstoffwechsel des Parasiten zu finden ist, speziell in der Synthese 
von CTP für die DNA. Diese Vermutung wird noch dadurch unterstützt, dass der CTP-Pool 
der Trypanosomen sehr klein ist und nur etwa 1% des gesamten NTP-Pools ausmacht (Hofer 
HW DO, 1998, 2001). Auf ein einzelnes Trypanosom bezogen ergibt dies eine intrazelluläre 
CTP-.RQ]HQWUDWLRQYRQ 0ZDV]HKQPDOQLHGULJHULVWDOVLQ6äugetierzellen (Hofer HWDO, 
1998). Allerdings kann 7 EUXFHL CTP nur GHQRYR von UTP ausgehend synthetisieren und 
nicht von Cytosin oder Cytidin (Hofer HW DO, 2001). Ferner zeigten RNA-Interferenz-
Experimente, dass die hier untersuchte 7 EUXFHL-NMP-Kinase nicht essentiell für das 
Überleben oder Wachstum des Parasiten ist (M. Ginger (University of Manchester), 
persönliche Mitteilung). Somit ist die physiologische Rolle dieser ungewöhnlichen 7EUXFHL-
NMP-Kinase noch nicht geklärt. 
 





 'LH 5ROOH GHU (6$* ¶875 EHL GHU HLVHQDEKlQJLJHQ 5HJXODWLRQ GHV
7UDQVIHUULQUH]HSWRUVLQ7EUXFHL
 
Der trypanosomale Transferrinrezeptor unterscheidet sich hinsichtlich Struktur und 
Organisation vom humanen Transferrinrezeptor und ist ein Heterodimer bestehend aus den 
zwei Expressionsstellen-assoziierten Genprodukten ESAG6 und ESAG7. Wie der humane 
Transferrinrezeptor so wird auch der trypanosomale Transferrinrezeptor eisenabhängig 
reguliert. Allerdings ist der Mechanismus der eisenabhängigen Regulation des 
trypanosomalen Transferrinrezeptors völlig verschieden vom IRE/IRP-Mechanismus des 
humanen Transferrinrezeptors. Bei der Strukturanalyse der (6$* und (6$*-mRNA 
wurden sehr ähnliche Haarnadelstrukturen innerhalb der 5’ -UTR der beiden mRNA-Moleküle 
identifiziert.  Zur Untersuchung, ob es sich hierbei um eisenregulatorische Elemente handeln 
könnte, wurden (6$*-Deletionsmutanten mit intakter und partiell deletierter (6$* 5’ -
UTR (von Nukleotid -29 bis Nukleotid -16) hergestellt. Dabei wurde das (6$* der aktiven 
Expressionsstelle gegen das 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen (173) durch homologe 
Rekombination ausgetauscht. Während in den HVDJ137-Zellen das 1HRP\FLQ-
3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gen eisenabhängig reguliert wurde, war die eisenabhängige Regulation 
des 1HRP\FLQ3KRVSKRWUDQVIHUDVH-Gens in den ¶XWU HVDJ137-Zellen 
aufgehoben. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass es sich bei den Haarnadelstrukturen 
innerhalb der (6$* 5’ -UTR um Elemente handelt, die die eisenabhängige Expression des 
Transferrinrezeptors in 7EUXFHL regulieren. 
 
 
 &KDUDNWHULVLHUXQJ HLQHU 103.LQDVH LQ 7 EUXFHL PLW XQJHZ|KQOLFKHP
6XEVWUDWVSHNWUXP
 
Nukleosidmonophosphat (NMP)-Kinasen gehören zu den Phosphotransferasen und werden 
nach ihrer Substratspezifität bezüglich des Phosphorylgruppenakzeptors klassifiziert. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde eine bereits klonierte 7 EUXFHL-NMP-Kinase hinsichtlich der 
Substratspezifität, der kinetischen Eigenschaften und des Vorkommens im Lebenzyklus des 
Parasiten untersucht. Das Enzym zeigte eine ungewöhnliche Substratspezifität und setzte 
neben CMP und UMP auch AMP um. Das bevorzugte Substrat war jedoch CMP, gefolgt von 
AMP und UMP mit relativen Aktivitäten von 44% bzw. 3% im Vergleich zu CMP. Km-Werte 
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von 0,19 mM für CMP und 3,2 mM für AMP bestätigten die Substratspezifität und zeigten, 
dass das Enzym eine höhere Affinität zu CMP als zu AMP hat. Das Enzym erreichte mit 
beiden Subtraten ähnliche Vmax-Werte um 80 U/mg, der allerdings mit CMP schon bei 
niedriger Substratkonzentration erreichte wurde. Das bevorzugte Nukleosidtriphosphat-
Substrat war ATP. Eine weitere Besonderheit des Enzyms war die Sensitivität gegenüber dem 
spezifischen Adenylatkinase Inhibitor Diadenosinpentaphosphat. Das Enzym wurden in allen 
untersuchten Lebensstadien des Parasiten nachgewiesen. Aufgrund der Substratspezifität und 
der größeren Ähnlichkeit mit Uridylatkinase (60%) ist die untersuchte 7EUXFHL-NMP-Kinase 
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